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RESUMO 
 
Streptococcus pneumoniae um importante agente causal de morbidade e 
mortalidade em indivíduos de todas as idades. S. pneumoniae coloniza a orofaringe 
de pessoas sadias, consideradas portadores assintomáticos. O estado de portador 
assintomático está relacionado ao surgimento de doença invasiva, pois pode haver 
invasão de estruturas adjacentes, como a orelha média, os seios paranasais, as 
meninges e a corrente sanguínea. A bactéria ganha acesso ao hospedeiro através 
da colonização da nasofaringe, que representa um importante reservatório para a 
transmissão deste patógeno, contribuindo para a disseminação horizontal entre os 
indivíduos. S. pneumoniae está associado a uma elevada taxa de morbidade e 
mortalidade, sobretudo em crianças menores de 5 anos. No presente estudo 
procuramos caracterizar o perfil de colonização da nasofaringe por S. pneumoniae 
em crianças de 0 a 6 anos de idade atendidas no Hospital Cosme e Damião na 
cidade de Porto Velho-RO, com infecções respiratória aguda-IRA, no período de 
fevereiro a dezembro de 2013. Um total de 660 swabs foram coletados entre as 
crianças consideradas elegíveis para o estudo. Para caracterização dos isolados 
foram realizados testes moleculares e bioquímicos e foram realizados testes de 
sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) e E-test, teste para capacidade de 
formação de biofilme e teste moleculares para identificação dos sorotipos. A taxa de 
colonização por S. pneumoniae encontrada foi de 8,9% (59/660). Neste estudo 
verificou-se uma elevada frequência de resistência aos antibióticos Trimetoprima 
(TRI) 76,3% (45/59) dos isolados, Oxacilina (OXA) com 52,5% (31/59) dos isolados e 
Azitromicina (AZI) 37,2% (22/59) dos isolados. Os antibióticos Vancomicina (VAN), 
Cloranfenicol (CLO), Rifampicina (RIF), Clindamicina (CLI) e Tetraciclina (TET) 
apresentaram alta sensibilidade 100% (59/59), 98,3% (58/59), 93,2% (55/59), 86,4% 
(51/59) e 67,7% (40/59) respectivamente. A concentração inibitória mínima revelou 
que 88,1% (52/59) das amostras foram sensíveis a penicilina, 10,2% (06/59) 
apresentaram resistência intermediária e 1,7% (01/59) resistência plena. Testados 
12 sorotipos sendo: 1, 3, 4, 5, 6A/B, 7A, 9V, 14, 18C, 19A, 19F E 23F foi identificado 
a presença do sorotipo 9V em uma amostra e 19F em oito amostras, 
respectivamente 1,7% e 13,6%. Quanto a capacidade de formação de biofilme, 
71,2% (42/59) dos isolados apresentaram um fenótipo fortemente aderente (FMA), 
15,3% (9/59) fracamente aderente (FCA) e 13,5% (8/59) foram não aderentes (NA). 
Correlacionados os fatores socioeconômicos, ambientais e coinfecção com rinovírus 
e parainfluenza, foram estatisticamente significantes a presença de fumante e 
associação entre asma e fumo (p > 0,028), período de maior pluviosidade (p > 
0,0001) e presença do rinovírus em 32,69% dos isolados (p = 0425). O estudo 
ressalta a importância de um continuo monitoramento do perfil de resistência, dos 
sorotipos circulantes e da capacidade de formação de biofilme na colonização 
nasofaringeana por S. pneumoniae, pois são fatores que podem favorecer a 
persistência bacteriana e causar sérios danos ao hospedeiro. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Streptococcus pneumoniae, colonização, nasofaringe, 
resistência, biofilme. 
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ABSTRACT 
 
Streptococcus pneumoniae an important causal agent of morbidity and mortality in 
individuals of all ages. S. pneumoniae colonizes the oropharynx of healthy people, 
considered asymptomatic carriers. The asymptomatic carrier state is related to the 
development of invasive disease, as there may be invasion of adjacent structures 
such as the middle ear, the paranasal sinuses, the meninges and the blood. The 
bacteria gain access to the host through the nasopharyngeal colonization, which is 
an important reservoir for the transmission of this pathogen contributing to the 
horizontal spread between individuals. Is associated with a high rate of morbidity and 
mortality, especially in children under 5 years. In the present study aimed to 
characterize the profile of nasopharyngeal colonization by S. pneumoniae in children 
0-6 years of age treated at Cosmas and Damian Hospital in the city of Porto Velho, 
RO, with acute respiratory infections-IRA, from February to December 2013. A total 
of 660 swabs were collected from children eligible for the study. For characterization 
of isolates were conducted molecular and biochemical and susceptibility testing were 
performed antimicrobial (TSA) and E-test, phenotypic testing, test for biofilm 
formation capacity and molecular test to identify serotypes. After testing the rate of 
colonization by S. pneumoniae found was 8.9% (59/660) considerably below that 
found in other studies. In this study there was a high incidence of antibiotic resistance 
TRI 45/59 (76.3%) isolates, OXA with 31/59 (52.5%) isolates and AZI 22/59 (37.2%) 
of isolated. VAN antibiotics, CLO, RIF, CLI and TET showed high sensitivity 59/59 
(100%), 58/59 (98.3%), 55/59 (93.2%), 51/59 (86.4%) and 40/59 (67.7%), 
respectively. The minimum inhibitory concentration revealed that 88.1% of strains 
were susceptible to penicillin, 10.2% had intermediate resistance and 1.7% full 
resistance. 12 being tested serotypes 1, 3, 4, 5, 6A / B and 7A, 9V, 14, 18C, 19A, 
19F and 23F was identified the presence of serotype 9V and 19F in a sample of the 
eight samples, respectively 1.7 % and 13.6%. The biofilm formation capacity, 42 
isolates (71.2%) had a strong adherent phenotype (FMA), 9 (15.3%) poorly adherent 
(FCA) and 8 (13.5%) were nonadherent (NA). Correlated socioeconomic and 
environmental factors and co-infection with rhinovirus and parainfluenza, were 
statistically significant the presence of smokers and association between asthma and 
smoking (p> 0.028), higher rainfall period (p> 0.0001) and presence of rhinovirus in 
32, 69% of the isolates (P = 0425). The study highlights the importance of a 
continuous monitoring of the resistance profile of the circulating serotypes and biofilm 
formation capacity in nasopharyngeal colonization by S. pneumoniae, as are factors 
that can encourage bacterial persistence and cause serious damage to the host. 
 
KEY WORDS: Streptococcus pneumoniae colonization, nasopharynx, resistance, 
biofilm. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
De acordo com Bellos e colaboradores (2010), as IRA são classificadas como 
infecções do trato respiratório superior, também denominada infecção da via aérea 
superior (IVAS) e infecções do trato respiratório inferior ou infecção da via área 
inferior (IVAI). 
As IRA estão entre as principais causas de mortalidade e morbidade infantil 
em todo o mundo, atingindo principalmente crianças menores de cinco anos de 
idade (TCHIDJOU et al., 2010), em países em desenvolvimento (WHO, 2013). 
As IRA, causam 19% de todas as mortes em crianças menores de 5 anos em 
todo o mundo, estando entre as três mais frequentes causas de mortalidade no 
primeiro ano de vida (cerca de 80% destas por Pneumonia e Gripe), sendo 
superadas apenas pelas afecções perinatais e doença diarreica aguda (WHO, 
2012). 
Em relação aos fatores de risco para as IRA, em linhas gerais são descritos: o 
baixo nível socioeconômico (VICTORA et al., 1994), condições ambientais 
inadequadas, incluindo aglomeração familiar (PRIETSCH et al., 2002) e exposição 
passiva ao fumo (FISCHER et al., 2002; PRIETSCH et al., 2002), são apontados 
como os principais fatores de risco envolvidos na ocorrência das doenças 
respiratórias na infância.  Além desses aspectos, há aqueles relacionados às 
condições nutricionais (baixo peso ao nascer, baixo peso e estatura para a idade e 
interrupção da amamentação) e a presença de doenças respiratórias pré-existentes 
na criança (POST et al., 1992). 
A IRA abrange amplo espectro de manifestações clínicas como coriza, dor de 
garganta, otalgia, tosse e dificuldade para respirar que se relacionam com o 
diagnóstico de resfriados comum, laringotraqueobronquite, bronquite, bronquiolite e 
pneumonia (FAÇANHA et al, 2004). 
Estas infecções são ainda responsáveis por 30 a 60% dos atendimentos 
ambulatoriais pediátricos e por até 10% das internações de crianças (SALVADOR et 
al., 2011). Estes índices se mostram maiores em alguns estudos, podendo chegar a 
42% de representação das patologias respiratórias infecciosas dentro de um 
universo de atendimento pediátrico (SALGADO; AGUERO, 2010). 
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Entre os principais agentes etiológicos responsáveis pelas IRA estão, o vírus 
Sincicial Respiratório (RSV), Rhinovirus humano (HRV), Influenza (FLU), 
Metapneumovírus (HMPV), Adenovírus humano, Bocavirus, Parainfluenza humano 
(HPIV), Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Staphylococcus 
aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae (WHO, 2009; PAVIA, 
2011).  
 
 
1.1 EPIDEMIOLOGIA 
 
 
Estudos demosntram que nas últimas decádas houve um elevado índice de 
internações referentes a infecções do aparelho respiratório no Brasil. Dados do 
Ministério da Saúde (2010) demonstraram que nesse mesmo ano ocorreram 
1.450.653 internações por doenças do aparelho respiratório no país, com um 
impacto importante na faixa etária pediátrica, sendo internadas 664.203 crianças 
menores de 14 anos, o que representou 46% do valor total dessas internações no 
Sistema Único de Saúde (SUS) nesse ano base.  
De acordo com estudos de Baker e colaboradores (2012) as doenças do trato 
respiratório inferior foram as que mais contribuíram para o aumento de 51% nas 
hospitalizações por doenças infecciosas registrados na Nova Zelândia, de 1998 a 
2008, e pessoas de algumas etnias e que residiam em bairros pobres foram mais 
propensas a internações por estas formas de Doenças do Aparelho Respiratório 
(DAR). A importância de fatores socioeconômicos na determinação das IRA tem sido 
apontada em vários estudos. Por exemplo, foi demonstrado que famílias de baixo 
nível socioeconômico em Passo Fundo-RS apresentavam risco para hospitalização 
por pneumonia seis vezes maior aquelas de estrato social mais elevado (GEID et al., 
2007). 
De 2008 a 2011 as DAR no Brasil, foram responsáveis por 34,5% do total de 
internações hospitalares, pelo SUS, em crianças menores de um ano, e por 43,2% 
em crianças de um a quatro anos, representando a primeira causa das 
hospitalizações nesse período, quando comparadas com as demais causas, em 
todas as regiões do Brasil. Na região Norte, as DAR foram a primeiras causas de 
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hospitalizações de menores de 1 anos, nesse mesmo período. No Nordeste e Sul 
foram as primeiras causas nos anos de 2008 e 2009 e segunda em 2010 e 2011; 
para a região Sudeste, foi a segunda causa de hospitalização nos anos de 2008 a 
2011 (SIH/SUS). 
 De acordo com (BENGUIGUI, 2003), embora até o século XX a mortalidade 
por IRA tenha diminuído, milhares de crianças continuam morrendo por essas 
causas. Nesse contexto, as metas da Organização Mundial da Saúde (OMS) 
apresentadas à Organização das Nações Unidas (ONU) para 2015, denominadas 
metas para o milênio, representam um grande desafio para o mundo e, 
consequentemente, para as políticas nacionais e pesquisas em saúde no Brasil. De 
acordo com Relatório Nacional de Acompanhamento dos Objetivos de 
Desenvolvimento do Milênio, em 2005, as infecções do aparelho respiratório foram a 
terceira causa de óbito mais frequente no Brasil, o que requer a intensificação dos 
esforços para modificar essa situação (MINISTÉRIO DO PLANEJAMENTO, 
ORÇAMENTO E GESTÃO, 2007). 
Na América Latina e no Caribe estima-se que morrem anualmente entre 12 a 
28 mil crianças, por doença causadas por Streptococcus pneumoniae; em outras 
palavras, 2 a 3 crianças morrem a cada hora por causa de complicações causadas 
por essa bactéria (VALENZUELA & FLANNERY, 2006; VALENZUELA et al., 2009). 
Nas últimas décadas no Brasil, as taxas de mortalidade infantil, apesar de 
ainda elevadas, têm apresentado redução importantes (AHMAD et al., 2000). Das 
estratégias de atenção à saúde da criança (MS, 1984), as reduções observadas 
decorreram de intervenções nos serviços de saúde, mas, principalmente, foram 
resultantes do controle das doenças diarreicas a partir da ampla divulgação dos 
conhecimentos sobre a terapia de reidratação oral (TRO), implantada para evitar a 
desidratação e morte associada à diarreia. Tal ação permitiu uma diminuição 
considerável no número de óbitos por essa causa (BENGUIGUI, 2002). Como 
resultado, as IRA, que, no princípio dos anos 1980, ocasionavam menos mortes que 
as doenças diarreicas, passaram a ocupar o primeiro lugar como causa de 
mortalidade por doenças infecciosas na população infantil (BENGUIGUI, 2002). 
Em Rondônia no município de Cacoal, (ALBUQUERQUE, 2006) em um 
estudo com crianças de 0 a 12 anos com problemas respiratórios que deram entrada 
no Hospital Municipal materno infantil nos anos de 2002 a 2004 concluiu-se que a 
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prevalência das internações com IRA foi maior no período seco com 62,3% e uma 
prevalência de 36,8% no período chuvoso. Os resultados mostraram também que as 
crianças mais atingidas pela IRA foram as menores de 3 anos que alcançaram 
índices de 75,1%, entre todos os casos estudados. 
No município de Porto Velho, Rondônia (BARROS et al., 2010) em um estudo 
transversal, compreendendo crianças de 29 dias a 12 anos de idade, com doenças 
respiratória, foi demonstrado que nos períodos de janeiro de 2007 a dezembro de 
2010 foram registrados no Hospital Infantil Cosme e Damião-HICD 13.855 e na 
Unidade de Terapia Intensiva Pediátrica-UTIP, do Hospital de Base Dr. Ary Pinheiro-
HBAP 1.156 internações hospitalares. Deste quantitativo, 5.137 (37%) e 254 (22%) 
foram para doenças do aparelho respiratório respectivamente. Nesse mesmo estudo 
analisados os dados da faixa etária em menores de 12 anos para o período 
estudado, o Hospital Infantil Cosme e Damião-HICD demonstrou que 84% de DR 
ocorreram em menores de 5 anos com 3.639 casos, seguido das crianças de 5 a 9 
anos com 539 internações (13%), e 10 a 12 anos com 128 (3%) internações.  Na 
Unidade de Terapia Intensiva Pediátrica-UTIP, as crianças menores de 5 anos 
também evidenciaram o maior número de internações, com proporção de 69%, o 
equivalente a 81 registros. As crianças de 5 a 9 anos corresponderam 26 
internações (22%) e as crianças de 10 a 12 anos com 9% internações. Os 
resultados demonstram que as doenças do aparelho respiratório para o município de 
Porto Velho, representaram a primeira causa de internações no Hospital Infantil 
Cosme e Damião-HICD e na Unidade de Terapia Intensiva Pediátrica-UTIP quando 
comparadas as demais doenças para os anos 2007 a 2010.   
 
 
1.2 ASPECTOS GERAIS DO Streptococcus pneumoniae  
 
 
S. pneumoniae, também chamado de pneumococo faz parte da microbiota do 
trato respiratório superior de uma parcela de indivíduos, podendo colonizar a 
nasofaringe de seres humanos desde o primeiro dia de vida (AUSTRIAN, 1986). Na 
maioria das vezes os pneumococos colonizam a superfície mucosa conferindo aos 
indivíduos apenas a condição de portador sadio. Entretanto, na presença de fatores 
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predisponentes do hospedeiro, eles podem invadir sítios estéreis adjacentes ou a 
corrente sanguínea e causar infecção localizada ou sistêmica (AUSTRIAN, 1986; 
BOGAERT et al., 2004), contribuindo com as infecções respiratórias aguda. 
 
 
1.3 HISTÓRIA DA DESCOBERTA DO Streptococcus pneumoniae 
 
 
S. pneumoniae, foi primeiramente visualizado em tecidos pulmonares, em 
1875, por Klebs, posteriormente por Ebert, em 1880 e por Koch em 1881. 
Paralelamente, seu isolamento foi reportado por Stemberg, nos Estados Unidos da 
América (EUA), e por Louis Pasteur, na França. Os experimentos evidenciavam a 
presença do pneumococo em faringe de indivíduos sãos, sem correlacionar com 
doença (AUSTRIAN, 1981). A correlação com doença aconteceu quando os 
mesmos pesquisadores inocularam a bactéria isolada em coelhos. Posteriormente, 
em 1882, a associação com pneumonia foi descrita por Friedlander, e em 1886, por 
Weichselbaum, e em um período de 10 anos este agente já estava associado como 
agente causal de endocardites, meningites purulentas, otites, artrites, sinusites e 
conjuntivites (AUSTRIAN, 1981). Christian Gram contribuiu para realização da sua 
identificação por meio da coloração de Gram, enquanto Neufeld, em 1900, 
descreveu a sua característica microbiológica de ser solúvel em bile, o que é 
utilizada até hoje para diferenciá-lo dos demais estreptococos. Em 1902, Neufeld 
descreveu a reação de Quellung, reação de antígeno e anticorpo entre cápsulas 
bacterianas e antissoros homólogos, atualmente sendo a técnica padrão para 
identificação dos sorotipos dos pneumococos (AUSTRIAN, 1981).  
 
 
1.4 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DO Streptococcus pneumoniae 
 
 
S. pneumoniae, pertence ao Reino Monera; Filo Firmicutes; Classe Bacilli; 
Ordem Lactobacillales; Família Streptococcaceae; Gênero Streptococcus (BERGEY, 
2001). É uma bactéria anaeróbia facultativa, capsulada, que se apresenta na 
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coloração de Gram como cocos Gram positivos, com diâmetro que varia entre 0,5 e 
1,2 µm, lanceolados e quase sempre dispostos aos pares (Figura A1). Como 
característica das bactérias que compõem o seu gênero, o pneumococo não produz 
catalase e quando cultivado em ágar suplementado com sangue produz α-hemólise, 
a qual é evidenciada pelo esverdeamento do ágar sangue (Figura B1) e exige uma 
atmosfera enriquecida com 5% de CO2 para um bom crescimento em cultura 
(KONEMAN, 2008). 
 
Figura 1 - Coloração de Gram e características macroscópicas de colônia de 
pneumococo em cultivo em Agar sangue. 
 
 
A – Coloração de Gram demostrando característica morfotintorial do S. pneumoniae em amostra. B – 
α-hemólise em meio Agar sangue. Colônias de S. pneumoniae (Colônias pequenas, planas, bordas 
irregulares, achatadas e brilhosas). 
Fonte:   http://textbookofbacteriology.net/S.pneumoniae.htlm 
http://microdidatia.wordpress.com/microbiologa-geral/aspectos-culturais 
 
 
1.5 COLONIZAÇÃO POR S. pneumoniae 
 
 
A nasofaringe e o principal reservatório do peneumococo, iniciando a 
colonização logo após o nascimento, não constando relatos de colonização 
intraparto por S. pneumoniae (FAUST et al., 2012).  
Através de gotículas suspensas no ar que contém a bactéria, ocorre a 
transmissão do pneumococo que entram em contato com o hospedeiro através da 
via respiratória podendo ocorrer a colonização (KADIOGLU et al., 2008). 
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Esta bactéria faz parte da microbiota normal do trato respiratório superior de 
humanos, sendo que a prevalência na nasofaringe de indivíduos saudáveis, varia 
principalmente em função da idade, sendo mais prevalente em crianças do que 
adultos; tendo incio logo após o nascimento e alta prevalência entre um e dois anos 
de idade, seguido de redução até alcançar taxas inferiores a 10% nos adultos 
(GRAY et al., 1980; HUSSAIN et al., 2005; FRANCIS et al., 2009; DONKOR, 2013). 
 
Figura 2 - Rota da infecção causada por S. pneumoniae 
 
Rota da infecção causada por S. penumoniae. Redesenhado de OBARO, 2002. Órgãos infectados 
através das rotas do ar e do sangue, sendo retratados em azul e vermelho, respectivamente. Fonte: 
(Adaptada de BOGAERT et al., 2004) 
 
A flora microbiana da nasofaringe é complexa incluindo microorganismos não 
patogênicos (Streptococcus spp., Prevotella spp. e outras bactérias aeróbias e 
anaeróbias) e outros potencialmente patogênicos (S. pneumoniae, Haemophilus 
influenzae, Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis) (SCHRAG et al., 2000; 
ZEMLICKOVA, 2006).  O único reservatório natural do pneumococo é a nasofaringe, 
onde ele subsiste e através do qual se propaga para outros hospedeiros ou para 
outros nichos no mesmo hospedeiro, embora a colonização com pneumococos 
principalmente assintomática, que pode evoluir para respiratório ou mesmo doença 
sistêmica (Figura 2). 
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1.6 FATORES DE VIRULÊNCIA E MECANISMO DE PATOGENICIDADE 
 
 
Os fatores de virulência encontrados no pneumococo são diversos, incluindo 
cápsula polissacarídica, parede celular, proteínas ligadoras de colina (CBPs), 
proteínas de superfície do pneumococo A e C (PspA e PspC), neuraminidase 
ancoradas à proteína (PLXTG), hialuronidase (Hyl), enolase (Eno), pneumolisina, 
autolisina A (Lyt A), as proteínas transportadoras de metais (Psa A), proteínas 
aquisitoras de ferro A (Pia A) e proteínas exportadoras de ferro (Piu A), Figura 3 
(KADIOGLU et al., 2008). 
 
Figura 3 - Fatores de virulência pneumocócica 
 
Fatores de virulência pneumocócicas incluem: a cápsula; parede da célula; proteínas de ligação a 
colina; proteínas de superfície de pneumococo A e C (PspA e PspC); as proteínas neuraminidase 
LPXTG ancoradas; hialuronidase (Hyl); adesão pneumocócica e virulência A (Pava); enolase (Eno); 
pneumolisina; A autolisina (LytA); e as proteínas de ligação a metais superfície pneumocócica 
antígeno A (PsaA), pneumocócica aquisição de ferro A (PiaA) e captação de ferro pneumocócica A 
(PiuA). Fonte: (Adaptada de KADIOGLU et al., 2008). 
 
 
24 
 
 
 
1.6.1 Cápsula polissacarídica  
 
Um importante fator de virulência é a capsula polissacarídica, pois o 
pneumococo possui alelos gênicos com capacidade de intetizar enzimas de mais de 
90 sorotipos diferentes com diferentes propriedades antifagocitárias. Essa cápsula 
funciona como uma barreira protetora, impedindo a ativação da via alternativa do 
complemento, na interação entre molécula de C3b e superfície bacteriana, 
impedindo as células fagociticas de englobar a bactéria, sendo ainda determinante 
na colonização, invasão e dessiminação no trato respiratório, podendo também 
dificultar a ativação da cascata clássica do sistema complemento, havendo o 
impedimento da ligação de antígenos de superficie a IgM (RUBINS; JANOFF, 
1997;LÓPEZ, 2004; POLL; OPAL, 2009; PEPPOLONI et al., 2010).  
De acordo com estudo de Mantese et al., (2009) os sorotipos capsulares mais 
encontrados em países em desenvolvimento foram 14, 6A/6B, 5, 1, 19F/19A, 9N/9V 
e 23F, tendo como maior prevalência os sorotipos 5 e 1 na América Latina. 
 
 
1.6.2 Pneumolisina 
 
 
A pneumolisina é uma toxina formadora de poros encontrada em todos os 
sorotipos de pneumococo, sendo considerada um fator chave no potencial de 
virulência. É liberada pelo microrganismo ao sofrer autólise espontânea, possuindo 
como mecanismo de ação a interação com o colesterol (PATON, 1996; RUBINS; 
JANOFF, 1998).  
A α-hemólise observada em meios de cultivo enriquecidos com sangue se 
deve ao fato da pneumolisina atacar e destruir a membrana dos glóbulos vermelhos 
(PRADO, 2001). 
Diferentes de outros antígenos pneumocócicos, a pneumolisina é uma enzima 
citoplasmática que é liberada devido à ação de superfície da autolisina. Portanto, a 
pneumolisina é diretamente dependente da ação da autolisina (JEDRZEJAS, 2001). 
A L-alanina N-acetilmuramoyl-amidase, também conhecida como lytA 
amidase, é um exemplo de autolisina, sendo uma enzima de constante estudo 
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devido a reconhecida participação na patogênese do pneumococo. A lytA promove 
de forma indireta o aumento da virulência do pneumococo, pois devido a sua 
presença proteínas citoplasmáticas bacterianas, como a pneumolisina são liberadas. 
Por ser uma proteína citoplasmática liberada após a autólise da célula bacteriana, 
contribui para a patogênese da doença invasiva (PRADO, 2001). 
 
 
1.6.3 Hialuronidase 
 
 
É uma proteína produzinda pela maioria dos S. pneumoniae, estando 
diretamente envolvida na invasão do hospedeiro, possuindo capacidade de quebrar 
o ácido hialurônico presente nos tecidos conjuntivos. Esse fator aumenta a 
permeabilidade, gerada pela lesão da matriz extracelular, provocando um ferimento, 
facilitando sua disseminação e infecção (JEDRZEJAS, 2001; HIRST et al., 2004; 
PRITCHARD et al., 2004).  
 
 
1.6.4 Neuramidases  
 
 
A maioria das cepas de pneumococo produzem as enzimas neuramidases. 
Entre elas a neuramidase A (NanA), sendo uma enzima com capacidade de clivar o 
ácido siálico, que estão armazenados em glicoproteínas, glicolipidios e 
oligossacarídeos encontrados na superfície celular, expondo os receptores das 
células hospedeiras, promovendo dessa forma a colonização (PRADO, 2001; 
NORMARK; NORMARK, 2010).  
 
 
1.7 Mecanismo de colonização 
 
 
A nasofaringe humana é o principal sítio de aquisição de bactérias 
patogênicas do trato respiratório e a maioria dos indivíduos mantém uma relação 
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comensal, estabelecendo um estado de colonização assintomática (AUSTRIAN, 
1986). Entretando o significado do estado de portador ainda não está totalmente 
elucidado. A colonização do Trato Respiratório Superior (TRS) pode ser o primeiro 
passo para a ocorrência de doença local ou sistêmica. Diversos estudos vêem 
confirmando a relação entre colonização nasofaríngea pelo S. pneumoniae e risco 
de desenvolver infecção do trato respiratório (especialmente otite média aguda 
(ZENNI et al., 1995) e doença invasiva (LLOYD-EVANS et al., 1996). 
Apesar de uma grande maioria de pessoas serem colonizadas pelos 
pneumococos, isso pode ou não resultar em doença. O sucesso desta colonização 
depende tanto da virulência do sorotipo bem como da eficiência do sustema imune 
do hospedeiro, podendo a bactéria se espalhar para a mucosa adjacente e causar 
doença envasiva (BOGAERT et al., 2004; WOODS, 2008).  
Para que a aderência dos pneumococos às células epiteliais humanas ocorra, 
há uma interação com no mínino 4 carboidratos diferentes, e a capacidade dos 
isolados em reconhecer estes carboidratos podem estar relacionados a variação em 
sua capacidade invasiva (Figura 4) (NOVAK et al., 1999).  
De acordo com Bogaert e colaboradores (2004), a prevalência de um 
determinado sorotipo é influenciada, em parte, pelo grau de expressão e 
conformação de suas adesinas de superfície, que permitiriam à bactéria reconhecer 
e aderir às células da mucosa epitelial, como por exemplo a colina, constituinte da 
parede celular e membrana plasmática, que apresenta elevada afinidade pelo 
receptor do fator ativador de plaquetas (PAFr) presente nas células epiteliais, e a 
ligação entre estes dois componentes promove a migração dos pneumococos 
através do epitélio respiratório e endotélio vascular (Figura 4). 
Pode também contribuir para aumentar a frequência de colonização fatores 
do hospedeiro como: grupo étnico, aglomeração, uso de cigarro e antibióticos e 
fatores socioeconômicos, como renda e número de irmãos (GHAFFA et al., 1999; 
LEIBERMAN et al., 1999). 
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Figura 4 - Interação entre S. pneumoniae e células epiteliais humanas 
 
A neuraminidase (NanA), diminui a viscosidade do muco e expõe o N-acetil-glicosamina (GlcNAc)  e 
receptores das células epiteliais, que podem interagir com as proteínas associadas à superfície de 
pneumococos, tais como PsaA. A ligação entre a colina (ChoP) e o receptor do fator ativador de 
plaquetas (PAFr) promove a transcitose da bactéria através do epitélio, culminando com a invasão de 
sítios estéreis e estimulação da produção de citocinas, como IL-1 e TNF α. A IgA1 pneumocócica 
cliva a protease opsonina IgA, o que resulta em uma mudança (neutralização) de carga de superfície 
e aumenta a proximidade física entre o pneumococo e a parede celular para o receptor fator de 
ativação de plaquetas.  Fonte: (Adaptada de BOGAERT et al., 2004) 
 
De acordo com Tuomanen, 1997, a conversão da colonização assintomática 
para doença invasiva requer a produção local de mediadores inflamatórios como 
interleucina 1 e TNF, como observado durante infecções virais. Outros fatores que 
aumentam o risco de desenvolvimento de infecções pneumocócicas são a má 
nutrição, fumo, asplenia, cirrose e deficiências congênitas envolvendo 
imunoglobulinas ou componentes do sistema complemento e AIDS (PLOTKOWSKI 
et al., 1986; HAKANSSON et al., 1994; CUNDELL et al., 1995 e BOGAERT et al., 
2004). Na presença de um ou mais dessas condições, os pneumococos ganham 
acesso ao pulmão por aspiração, onde aderem a células alveolares (TUOMANEN et 
al., 1995).  
Conforme estudos de AUTRIAN, 1984; BERGERON et al., 1998, a 
progressão para pneumonia se dá pela fagocitose ineficiente, que leva à 
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multiplicação do patógeno nos alvéolos e liberação de citocinas no fluido 
bronqueoalveolar, seguido de um processo inflamatório intenso mediado por 
componentes da parede celular da bactéria, com recrutamento de macrófagos e 
neutrófilos e liberação de óxido nítrico, causando danos ao tecido pulmonar. Se a 
multiplicação bacteriana persiste, a resposta inflamatória exacerbada provoca a 
formação de edema e acúmulo de fibrina, podendo levar o paciente à morte (NOVAK 
et al., 1999). 
 
 
1.8 PREVALÊNCIA DE PORTADOR DE Streptococcus pneumoniae E 
SOROTIPOS 
 
 
De acordo com estudos de Saukkoriipi e colaboradores (2004); Billal e 
colaboradores (2008); Antonio e colaboradores (2009); Brugger e colaboradores 
(2009); Da Gloria e colaboradores (2010); Bouskraoui e colaboradores (2011); 
Abdullahi e colaboradores (2012); Adetifa e colaboradores (2012); Chien e 
colaboradores (2012); Korona-Glowniak & Malm (2012); Regev-Yochay e 
colaboradores (2012); Wroe e colaboradores (2012), em crianças saudáveis 
menores de cinco anos, a prevalência de portador (Tabela 1) varia entre as regiões 
geográficas, exibindo diferenças significativas na dependência de vários fatores e os 
sorotipos mais frequentemente detectados na nasofaringe são 3, 6A, 6B, 14, 15B, 
15C, 18, 19F, 23F. 
A prevalência de portador de pneumococo em crianças que frequentam 
creches varia de 29% a 90% e os sorotipos mais frequentemente isolados são o 6A, 
6B, 14, 15, 19A, 19F e 23F (HILL et al., 2006; SA-LEAO et al. 2006; ZEMLICKOVA 
et al., 2006; RODRIGUES et al., 2009; SA-LEAO et al., 2009; GRIVEA et al. 2011; 
BAE et al., 2012; ERCIBENGOA et al., 2012; KORONA-GLOWNIAK & MALM 2012; 
VALENTE et al., 2012).  
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Tabela 1 - Taxa de prevalência de Streptococcus pneumoniae 
País  % 
Estados Unidos 29 
Polônia 44 
Marrocos 46 
Faixa de Gaza 50 
Suiça 52 
Nigéria 53 
Japão 60 
Quênia 66 
Gâmbia 66 
Finlândia 69 
Israel 69 
Peru 77 
 
No Brasil, a prevalência de portador de S. pneumoniae varia de 13% a 72%, 
estando relacionada com idade e presença de doenças associadas (FERREIRA et 
al., 2001; REY et al., 2002; LUCAREVSCHI et al., 2003). Os sorotipos mais comuns 
detectados foram 6A, 6B, 14, 15, 19A, 19F, 23F, mas a maioria desses estudos 
foram realizados com crianças que frequentavam creche (WOLF et al., 2000; 
LUCAREVSCHI et al., 2003; REIS et al., 2008; FRANCO et al., 2010; LAMARO-
CARDOSO et al., 2012).  
As taxas de cocolonização (quando mais de uma estirpe de pneumococo 
coloniza a nasofaringe ao mesmo tempo) têm variado de 3,5 a 30% de acordo com 
diferentes estudos. Esse fator representa uma oportunidade para a transferência 
horizontal do gene, o principal mecanismo da evolução do pneumococo (GRATTEN 
et al., 1994; SPRATT et al., 2001; BOGAERT et al., 2004; MORENO et al., 2005; 
BRUGGER et al., 2009; RIVERA-OLIVERO et al., 2009). 
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1.9 Streptococcus pneumoniae E A SUSCEPTIBILIDADE AOS 
ANTIMICROBIANOS  
 
 
O aumento da resistência à penicilina pelo S. pneumoniae nos últimos 40 
anos tem sido reportado em muitas regiões do mundo ameaçando os avanços 
alcançados durante o período pós-antimicrobiano (TOMASZ, 1997; HEFRON, 1979; 
BREIMAN et al., 1990; APPELBAUM, 1992). 
Segundo KLUNGMAN (2002), esse aumento da resistência pneumocócica se 
deve principalmente à dispersão de clones multirresistentes do patógeno.  A 
resistência à penicilina e a outros antibióticos β-lactâmicos está associada com 
modificações nos genes que codificam proteínas ligadoras de penicilina e enzimas 
envolvidas na síntese de peptidoglicano, que são moléculas alvo para os β-
lactâmicos (BERGMANN et al., 2004). Acredita-se que a aquisição destes 
determinantes de resistência por alguns clones ocorra por pressão seletiva devido 
ao consumo indiscriminado e extensivo de antibióticos (SADOWY et al., 2006). 
Estudos conduzidos na Itália, demonstraram que a taxa de resistência aos 
macrolídeos (30 a 40%) é uma das mais elevadas da região quando comparado com 
os países do sul europeu, havendo uma discrepância entre a taxa de resistência à 
penicilina, a qual é moderada, cerca de 10 a 12% (MARCHESE et al., 2005; 
MONACO et al., 2005).  
Estudos realizados no Brasil, tem demosntrado que a resistência à penicilina 
emergiu rapidamente desde o surgimento do primeiro caso reportado em 1988 (DE 
SOUZA MARQUES et al., 1988).  
De acordo com estudos de TEIXEIRA et al., (1997); KERTESZ et al., (1998); 
BRANDILEONE et al., (2006) entre os anos de 1993 a 2004, a frequência de 
pneumococo não susceptível a penicilina (PNSP) aumentou de 10,2 para 27,8%. Um 
significante aumento foi observado em 1999 tanto para o nível intermediário (12,4 a 
22,0%) como para resistente (2,4 para 5,9%). 
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1.10 PRINCIPAIS MECANISMOS DE RESISTÊNCIA 
 
 
a) Resistência à penicilina e a β lactâmicos: ocorre por mutações nas 
proteínas ligadoras de penicilina (PBPs), resultando na diminuição da afinidade da 
penicilina ás PBPs, ou seja, ocorre redução na capacidade das moléculas do 
antimicrobiano se ligarem aos PBPs: 1A, 1B, 2A, 2B e 2X (HACKENBECK et al., 
1986). Contudo outros antibióticos como Ceftriaxona, Cefotaxima e Carbapenem são 
poucos afetados (SMITH & KLUGMAN, 1998).  
b) Resistência à macrolídeos: Os macrolídeos agem bloqueando a síntese 
protéica O mecanismo de resistência ocorre por uma modificação no sitio ativo 
mediado pela enzima ermB-metilase, que confere resistência à todos macrolídeos, 
lincosamidas e estreptogamina B. Outro mecanismo de resistência é devido ao 
efluxo da bomba, codificado pelos gene mef (mef A e mef E). Este mecanismo de 
resistência não abrange a lincosamidas e estreptogaminas (FELMINGHAM et al., 
2007).     
c)  Resistência à quinolonas (fluoroquinolonas): é devido a uma mutação de 
ponto, produzindo alterações na região da subunidade DNA topoisomerase IV 
(ParC2GyrB2) e DNA girase (GyrA2GyrB2) (STANPHONE et al., 2005). Contudo a 
resistência pode também ser adquirida por recombinação intra-específica ou 
interespecífica com Streptococcus do grupo mitis (FERRANDIZ et al., 2000). 
 
 
1.11 A FORMAÇÃO DO BIOFILME EM S. pneumoniae 
 
 
Vários autores têm recentemente detectado biofilmes pneumocócicas na 
superfície da adenoide e tecidos epiteliais da mucosa em crianças com infecções do 
ouvido médio recorrente e otite média com efusão (HALL-STOODLEY et al., 
2006; COATES et al., 2008. ; HOA et al., 2009; NISTICO et al., 2011), bem como 
sobre a mucosa sinusal de pacientes com rinossinusite crônica (SANDERSON et al., 
2006). O significado clínico da formação do biofilme ainda é desconhecido, mas 
sugere-se que ele auxilia no crescimento do patógenos durante a colonização e 
32 
 
 
 
contribui para o desenvolvimento de doeças invasivas (SANCHEZ et al., 2011; 
SIMELL et al., 2012, CHAO et al., 2015). 
Estruturas de biofilme semelhante foram detectados nos pulmões de 
camundongos infectados com S. pneumoniae sendo semelhantes aos produzidos 
em um biofilme de modelo de fluxo contínuo (SANCHEZ et al., 2011). 
O primeiro sistema projetado para biofilmes pneumocócicos, descrito em 1997 
e desenvolvido como um meio de avaliar a susceptibilidade a antibióticos, baseou-se 
no crescimento de estado estacionário em filtros Sabouraud celulose (BUDHANI & 
STRUTHERS, 1997). Posteriormente, foi mostrado que o crescimento pneumocócico 
nestes filtros em um sistema de cultura contínuo tipo assemelha a nasofaringe do 
agente patogênico (WAITE et al., 2001). Outros grupos de pesquisa desenvolveram 
sistemas de reatores de biofilme para analisar biofilmes pneumocócicas e estudar os 
processos de biofilme in situ e em tempo real (DONLAN et al., 2004; GOERES et al., 
2005). Usando um contínuo fluxo de cultura de células de um meio ágar de tripticase 
de soja (TSA II) suplementado com 5% de sangue de carneiro a 37 °C em 5% de 
CO2, Allegrucci e colegas (2006) demostrou que S. pneumoniae adota vários 
fenótipos ao longo do desenvolvimento do biofilme. 
Moscoso e colaboradores (2006) analisou a capacidade de S. pneumoniae 
para formar biofilmes em superfícies abióticas, testando uma variedade de materiais, 
incluindo vidro, cloreto de polivinilo e poliestireno bem como os fatores que afetam a 
formação de biofilme como pH, osmolaridade e enriquecimento dos meios com 
extrato de levedura e albumina de soro bovino. Concluiu que a formação de biofilme 
é mais forte no poliestireno e pH entre 7,0 e 8,0 e osmolaridade inferior a 0,2 M, não 
constatando diferença significativa quanto ao enriquecimento do meio. 
O ácido siálico (a uma concentração equivalente à do ácido siálico livre na 
saliva humana) aumenta a formação de biofilme pneumocócico in vitro, e uma 
relação causal foi estabelecida entre o ácido siálico livre e colonização da 
nasofaringe e se espalhou para os pulmões em ratinhos (TRAPPETTI et al., 2009).  
Recentemente foi relatado que a formação de biofilme por pneumococos é 
favorecida em atmosfera enriquecida com CO2 (CAMILLI et al., 2011).  
Os biofilmes formados por uma cepa de pneumococo não-encapsulado em 
superfícies abióticas foram encontrados possuindo uma organização tridimensional 
com estruturas complexas cerca de 25-30 µm de espessura, como revelado por 
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microscopia confocal a laser (CLSM) (MOSCOSO et al., 2006). A distribuição 
espacial das bactérias aderentes foi posteriormente examinada por Microscopia 
Confocal a Laser (MCVL) usando uma cepa não-encapsulado S. pneumoniae  que 
sintetiza a proteína fluorescente verde, ou por coloração das bactérias com corantes 
fluorescentes, após a formação de biofilmes em pratos de vidro incubados por 10-12 
horas de incubação a 34 °C (MOSCOSO et al., 2006; DOMENECH  et al., 
2009). Estes estudos detectaram a presença de pequenos vazios e canais que 
separam as micro-colônias dentro do biofilme pneumocócico. Usando um sistema de 
reator de biofilme de fluxo contínuo, Allegrucci e colegas (2006) relataram que a 
arquitetura de biofilmes maduros (aqueles cultivados a 37° C em 5% de CO2 durante 
6-9 dias) diferiu significativamente entre os sorotipos testados. 
As estruturas de favo de mel (Figura 5) como observadas por microscopia 
eletrônica de varredura de baixa temperatura (MOSCOSO et al., 2006 ), pode 
proporcionar estabilidade mecânica para biofilmes pneumocócicos servindo  como 
um importante fator de virulência, ajudando a afastar as defesas do hospedeiro, 
como descrito para outras comunidades microbianas (MOSCOSO et al.,  2006; 
SCHAUDINN  et al., 2007). 
Dentro de um biofilme, as células bacterianas são incorporadas numa matriz 
extracelular composta de diferentes substâncias poliméricas extracelulares (EPS), 
incluindo exopolissacáridos, proteínas, ácidos nucléicos e lipídios. EPS muitas vezes 
determinam o cadafalso para a arquitetura tridimensional do biofilme e fornece a 
integridade e a coesão estrutural, contribuindo também para a resistência 
antimicrobiana e as defesas do hospedeiro mediadas pelo biofilme, permitindo a 
acumulação de nutrientes do meio ambiente e do lançamento do material celular 
pós-morte. A presença de DNA extracelular na matriz pode facilitar a Transferência 
Horizontal de Genes (HGT) entre as células do biofilme (FLEMMING & 
WINGENDER, 2010). 
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Figura 5 - Microscopia eletrônica de varredura de baixa temperatura-LTSEM 
 
 
(A) Vista geral da formação de biofilme na superfície de uma lâmina de vidro. (B) Ampliação da área 
indicada por um retângulo no painel A. (C e D) Dois diferentes pontos de vista. Materiais filamentosos 
(indicados por setas) liga as células de penumococos para o outro e para a matriz intercelular. (E) 
Apical da superfície irregular de um biofilme pneumocócico. Micro-colônias de tamanho diferentes 
podem ser vista. Em todas as micrografias, a barra indica 20µm. Fonte: (Adaptada de MOSCOSO et 
al., 2006). 
 
A importância da formação de biofilmes do ponto de vista médico, reside na 
susceptibilidade reduzida das bactérias participantes aos agentes antimicrobianos 
(LEWIS, 2008) e sua capacidade de iludir os sistemas de defesa imune do 
hospedeiro (JENSEN et al., 2010). Uma alta porcentagem de pacientes com 
infecções crônicas e persistentes tem sido associado a formação de biofilmes que 
agem como reservatórios de patógenos (WOLCOTT & EHRLICH, 2008). 
 
 
1.12 VACINAS PNEUMOCÓCICAS 
 
 
 O desenvovimento de vacinas, foram estimuladas pelo elevado índice 
de mobimortalidade por infecções pneumocócicas e a emergência de cepas 
resistentes aos principais antimicrobianos (BRINKS e BEREZIN, 2006).  
De acordo com Pletz e colaboradores (2008) existem dois tipos de vacinas 
pneumocócicas: as polissacarídica e as conjugadas e ambas possuem em sua 
formulação polissacarídeos capsulares como antígenos que estimulam a produção 
de anticorpos sorotipo-específico.  
A vacina polissacarídica 23-valente (PPV-23, Pneumovax23, Merck & 
Company Inc.) foi licenciada nos Estado Unidos da América desde 1983 e é 
composta por polissacarídeos purificados de 23 sorotipos (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 
9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F e 33F) (PLETZ et 
al., 2008). 
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Estudos de Vlasic (2001); Hausdorf e colaboradores (2005); CDC (2008),  
mostram que o uso da vacina PPV-23 é bastante limitado porque ela estimula uma 
resposta imunológica T independente, não sendo, portando indicada para crianças 
menores de dois anos de idade, que possui o sistema imunológico imaturo, sendo 
esta vacina  efetiva na prevenção de doenças invasivas, principalmente, em idosos 
maiores de 65 anos, na redução de hospitalizações por infecções pneumocócicas, 
na prevenção de bacteremia e, sobretudo nas mortes hospitalares.  
No Brasil, o Programa Nacional de Imunizações (PNI) foi criado em 1973 e 
regulamentado no ano de 1975 pela Lei nº 6.259/75 por meio do Decreto nº 
78.231/76, representando um instrumento destinado à proteção da população 
brasileira contra doenças que podem ser evitadas com o uso de imunobiológicos, 
incluindo as vacinas (MS/PNI, 2012). 
A vacina pneumocócica 23-valente foi incorporada pelo PNI, no Brasil no ano 
de 1992, para a prevenção da doença pneumocócica para grupos com quadros 
clínicos específicos (OSELKA, 2003). 
A heptavalente (PCV-7) foi a primeira vacina conjugada sendo licenciada nos 
Estados Unidos em 2000 e formulados com atigenos dos sete sorotipos mais 
prevalentes em doenças invasivas pediátrica naquele país, os sorotipos 14, 6B, 19F, 
18C, 23F 4, 9V e através de estudos clínicos a eficácia da vacina foi comprovada em 
94% das criana vacinadas contra doenças invasivas causadas pelos sorotipos 
representados na vacina (CDC, 2005).  
A PCV-10 (Synflorix, GSK) possui 3 sorotipos (1, 5, 7F) a mais que a vacina 
PCV-7, além de diferir nas proteínas utilizadas para a conjugação, a PCV-10 possui 
8 dos 10 polissacarideos conjugados a uma proteína de membrana externa 
(proteínas D) da bactéria Haemophilus influenzae, e os outros dois polissacarídeos 
(sorotipos 18C e 19F) são conjugados a um toxóide tetânico e um toxóide diftérico 
modificado, respectivamente (WHITNEY et al., 2003). No Brasil a introdução da 
vacina pneumocócica decavalente (PCV-10) foi introduzida no primeiro semestre de 
2010 no PNI (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). 
O Brasil foi o primeiro país a introduzir a PCV-10 no PNI, de forma 
progressiva nos diferentes municípios, a partir de março de 2010. A vacina foi 
licenciada para a vacinação primária e de reforço em crianças até dois anos de 
idade e rotineiramente utilizada no esquema de três doses, aos dois, quatro, e seis 
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meses de idade ou duas doses de sete a onze meses de idade, e uma dose de 
reforço dos 12 aos 18 meses. De acordo com o PNI, a cobertura da PCV-10 
estimada em Goiânia durante o período do estudo foi de aproximadamente 90% 
para a primeira dose (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011). 
Em recente estudo da avaliação da PCV10 no impacto nas taxas de 
hospitalizações por doenças respiratórias e pneumonia, realizado no Brasil, 
identificou-se redução efetiva da doença entre crianças, após a introdução da vacina 
(AFONSO et al., 2013). 
Dados atualizados da OMS mostraram que até o ano de 2012, 86 países em 
todo o mundo já haviam introduzido a vacina pneumocócica conjugada no calendário 
básico vacinal da criança (WHO, 2013). 
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2 JUSTIFICATIVA 
 
 
Ainda são escassos os estudos sobre a prevalência das doenças respiratórias 
agudas em crianças na região norte, onde está localizado o Estado de Rondônia.  
Essas infecções são responsáveis por altas taxas de morbidade e mortalidade 
infantil, principalmente em países em desenvolvimento podendo ter causas virais ou 
bacterianas.  
A colonização bacteriana desempenha um papel importante dessas 
patogenias, entretanto há uma baixa especificidade do diagnóstico dos agentes 
etiológicos que causam tais infecções. Diante desse quadro é que procuramos 
analisar um dos agentes bacterianos causador de IRA, o Streptococcus 
pneumoniae, a fim de caracterizar, avaliar a sensibilidade frente aos antibióticos e 
investigar os sorogrupos circulante. 
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3 OBJETIVOS 
 
 
3.1 OBJETIVO GERAL 
 
 
Determinar a colonização da nasofaringe de cepas de S. pneumoniae em 
crianças com infecções respiratórias agudas na região de Porto Velho-RO.  
 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
 Avaliar a sensibilidade das cepas de S. pneumoniae aos antibióticos da 
classse das: Penicilina, Glicopeptídeos, Macrolídeos, Tetraciclina, 
Inibidores de folato, Fenicóis, Ansamicinas e Lincosaminas; 
 Investigar os sorogrupos e sorotipos circulantes pela tipagem 
molecular.  
 Analisar quantitativamente a capacidade de formação de biofilme “in 
vitro” das cepas identificadas de S. pneumoniae. 
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4 METODOLOGIA 
 
 
4.1 LOCAL DO ESTUDO E POPULAÇÃO ESTUDADA 
 
 
O estudo foi realizado no Centro de Pesquisa e Medicina Tropical-CEPEM, 
com as amostras obtidas de secreções da nasofaringe de 660 crianças de 0 a 6 
anos de idade, admitidas no HICD, com quadro clínico de IRA, no período 
compreendido entre os meses fevereiro a dezembro de 2013. As coletas ocorreram 
em dois dias da semana, sendo terças e quintas-feiras. O HICD, é o principal centro 
de atendimento médico infantil do Estado de Rondônia, sendo uma das Unidades de 
Saúde pertencentes à Secretaria de Estado da Saúde (SESAU/RO). 
 
 
4.1.1 Critérios de inclusão 
 
 
- Crianças de 0 a 6 anos; 
- Quadro clínico sugestivo de infecção respiratória aguda como: tosse, febre, 
coriza, secreção pulmonar, dispneia, prurido ocular e otalgia após avaliação clinica 
realizada pelo médico do HICD; 
- Preechimento da ficha de investigação epidemiológica elaborada pelo grupo 
de estudo (Anexo III). 
 
 
4.1.2 critérios de exclusão 
 
- Crianças maiores de 6 anos; 
- Crinças menores que estavam com outro tipo de infecção; 
- Crianças cujos pais ou responsáveis que não aceitaram ou não assinaram 
TCLE. 
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4.1.3 Aspectos éticos 
 
 
O presente estudo utilizou amostras biológicas armazenadas, que foram 
coletadas para realização do projeto de pesquisa intitulado: “Perfil epidemiológico e 
molecular das infecções agudas respiratórias em população infantil na região 
metropolitana de Porto Velho-RO”, protocolo de pesquisa aprovado pelo Comitê de 
Ética em Pesquisas envolvendo seres humanos do Centro de Pesquisa em Medicina 
Tropical (CEP/CEPEM), sob o número do parecer 17/11, CAAE: 0007.0.046.000-
11.2010 (ANEXO I). 
 
 
4.2 COLETA E REGISTRO DE DADOS 
 
 
O responsável legal por cada criança incluída no estudo foi informado pelo 
pesquisador quanto aos objetivos da pesquisa e metodologia a ser utilizada, e 
forneceu consentimento através do preenchimento e assinatura do Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), constante no ANEXO II, além de 
responder um questionário sócio epidemiológico padronizado pelo Centro de 
Pesquisa em Medicina Tropical-CEPEM. 
 
 
4.3 PROCEDIMENTOS DA COLETA E TRANSPORTE DA AMOSTRA  
 
 
As amostras foram coletadas pelo pesquisador, previamente treinado pelo 
setor de microbiologia especial do Laboratório de Microbiologia localizado no 
CEPEM. Para realizar o procedimento foram utilizados três swabs de Rayon 
Tamponado e um Tubo Falcon contendo 3 ml de solução salina fisiológica. O swab 
era introduzido em uma cavidade nasal e esfregado delicadamente com movimentos 
circulares pressionando-o contra a parede lateral do nariz. Depois o coletor era 
removido da narina do paciente cuidadosamente e colocado no Tubo Falcon 
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contendo a solução salina fisiológica. Este mesmo procedimento era realizado na 
outra cavidade nasal com outro swab. 
Todas as amostras coletadas foram transportadas para o Laboratório de 
Microbiologia do CEPEM, acondicionadas sob refrigeração (4°C) para assegurar a 
sobrevivência dos microrganismos.  
 
 
4.4 TRATAMENTO DA AMOSTRA 
 
 
As amostras foram homogeneizadas no vortex e plaqueadas nos meios de 
culturas agar chocolate, agar sangue (sistematicamente), agar Columbia (para 
pesquisa de estafilococos), Mac-Conkey (para pesquisa de Gram negativo) e agar 
Sabouraud (pesquisa de fungos), além de serem submetidas a coloração de Gram.  
As placas de agar sangue e agar chocolate foram incubadas por 24h em 
atmosfera a 5% CO2 a 37°C e agar Columbia, Mac-Conkey e Sabouraud em 
atmosfera normal a 37°C.  
 
 
4.5 REAÇÃO EM CADEIA POLIMERASE PARA AMPLIFICAÇÃO DO GENE 
RIBOSSOMAL 16S 
 
 
Todas as amostras semeadas e que cresceram nas placas, sendo 
identificadas como bactérias, foram submetidas à Reação em Cadeia da Polimerase 
(PCR- polymerase chain reation), para amplificação do gene ribossomal 16S, que é 
um gene conservado em todas as bactérias. 
Para amplificação do gene ribosomal 16S, utilizamos um mix contendo 98 µL 
de água H2O de Milli Q e 1 µL de cada primer sense 5’ CAC GAG CTG ACG ACA C 
3’ e antisense 5’ GYC CAD ACW CCT ACG G 3’. Foram utilizadas colônias isoladas 
diretamente da placa de cultura correspondente. Para tanto, amostras de bactérias 
foram semeadas em meio ágar sangue suplementada com 5% de sangue 
desfibrinado de carneiro e incubadas por 24 horas em atmosfera de gás carbônico 
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(CO2) e adicionadas a um mix da PCR contendo: 16,8 µL de H2O de Milli Q, 2,0 µL 
de DNTP (2,5 mM), 2,0 µL de Buffer (10xPCR, 2,5 mM), 2,0 µL de MgCl2 (50 mM), 
2,0 µL de Primers (10 p/Mol) e 0,2 µL de Taq polimerase (5 U/µL) formando um 
volume final de 25 µL. 
Para a quantificação por fluorescência adicionou-se alíquota de 2 µL de DNA 
extraído e, após isto, adicionou-se 2 µL de tampão de migração (0,025% de Azul de 
Bromofenol e 60% de Glicerol) seguido de uma breve homogeneização com a 
micropipeta. A migração da amostra foi realizada em 100 mL de gel de agarose 1% 
(p/v) preparado previamente com solução tampão TBE 0,5x (108 g de Tris, 55 g de 
ácido bórico, 20 mM de EDTA para 1 litro de solução em H2O, esterilizado por 
autoclavagem). A eletroforese foi realizada utilizando-se uma voltagem de 50 V por 
um período de 30 minutos e, após isto, o gel foi transferido para um Transiluminador 
UV para visualização da fluorescência sendo a quantificação verificada através da 
intensidade da emissão e comparada a um peso molecular de 1Kb sendo em 
seguida fotodocumentados.  
 
 
4.6 PURIFICAÇÃO DO PRODUTO DA PCR 
 
 
Os produtos das amplificações que obtiveram resultado positivo e que 
possuíam tamanho e quantidade desejáveis foram purificados com o kit comercial de 
purificação QIAGEN (Sample & Assay Technologies) no qual os restos de primers e 
de dNTPs não utilizados durante o processo de amplificação são removidos a fim de 
evitar interferências no processo de sequenciamento das amostras. 
 
 
4.7 REAÇÃO DE SEQUENCIAMENTO  
  
 
O sequenciamento foi realizado utilizando Sequenciador automático de DNA -
ABI 3100 do Centro e Pesquisa Gonçalo Moniz - Fiocruz.  
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4.8 COMPARAÇÃO DA SEQUÊNCIA COM O PROGRAMA HUMAN ORAL 
MICROBIOME DATABASE (HOMD)   
 
 
O resultado do sequenciamento foi extraído para um arquivo próprio em 
formato FASTA e submetida ao programa Human Oral Microbiome Database 
(HOMD) que identifica os resultados mais próximos de sequências 16S rRNA 
enviados pelos usuários entre o HOMD ou outras seqüências do gene 16S 
rRNA  (http://www.homd.org/index.php).  
 
 
4.9 IDENTIFICAÇÃO BIOQUÍMICA DAS AMOSTRAS SEQUENCIADAS  
 
 
As amostras sequenciadas sugestivas de S. pneumoniae, foram submetidas a 
provas bioquímicas para caracterização e identificação final desta bactéria.  
 
4.9.1 Caracterização morfológica 
 
 
A partir do crescimento em agar sangue foi realizado um esfregaço de uma 
colônia isolada em uma gota de solução salina a 0,85%, em lâmina de microscópio, 
com posterior secagem à temperatura ambiente e fixação em chama de bico de 
Bunsen. Em seguida, a preparação foi coberta com o corante cristal violeta durante 
1 minuto, lavando-se em seguida com água. Acrescentou-se, então o lugol, por 1 
minuto, sendo, que, nesta etapa, tanto as bactérias Gram-positivas quanto as Gram-
negativas adquirem a coloração violeta devido à formação de um complexo insolúvel 
(corante-iodo) na parede celular e citoplasma. Após uma segunda lavagem com 
água, a preparação foi descorada rapidamente (aproximadamente 10 segundos) 
com uma solução álcool-acetona que dissolve a porção lipídica da membrana 
externa das bactérias Gram-negativas e o complexo corante-iodo é removido, 
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descorando a célula. Por outro lado, nas bactérias Gram-positivas, o complexo fica 
retido na parede rica em peptidoglicano. Em seguida, foi realizada a coloração com 
fucsina durante 1 minuto, observando-se ao microscópio óptico após a devida 
secagem à temperatura ambiente.  
S. pneumoniae apresenta-se pela coloração do Gram como bactérias Gram-
positivas, agrupadas aos pares (diplococos) com formato lanceolar ou em cadeias 
curtas. 
 
 
4.9.2 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE HEMOLÍTICA E CATALÍTICA 
 
 
Para avaliação das características morfológicas e da atividade hemolítica e 
catalítica, as amostras foram semeadas em agar sangue e incubadas à 37 ºC, por 
24 horas em atmosfera contendo CO2 a 5%.  A partir de culturas, assim obtidas, 
foram observadas as características coloniais e de atividades hemolíticas e 
catalíticas. Colônias α hemólise, arredondadas, exibindo uma depressão central, 
foram consideradas sugestivas de S. pneumoniae (FACKLAM & WASHINGTON II, 
1991). Para a análise da atividade catalítica foi adicionado em uma lâmina uma 
porção do isolado de uma cultura de 18-24 horas sendo adicionado 2 gotas de 
peróxido de hidrogênio 3%, observando a formação de bolhas de ar. 
 
 
4.9.3 Teste de susceptibilidade à optoquina e bacitracina 
 
 
 Para o teste de susceptibilidade a optoquina as amostras foram 
previamente cultivadas em 4 mL de caldo Schaedler e levadas para a estufa 
bacteriológica a uma temperatura de 37 ºC, durante um período de 18 a 24 horas em 
atmosfera de 5% de CO2. No dia seguinte, as amostras foram retiradas da estufa e 
cerca de 75 µL do caldo Schaedler contendo a bactéria foi adicionado a uma solução 
fisiológica estéril (NaCl 0,85%) até se obter uma turvação compatível com o grau 0,5 
na escala Mac Farland. Posteriormente, um swab estéril foi embebido nesta 
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suspensão bacteriana, sendo comprimido contra a parede do tubo para se retirar o 
excesso, e em seguida semeado em placa contendo agar sangue de forma a 
abranger toda a superfície da placa. A seguir, discos de papel de filtro impregnados 
com 5 µg de cloridrato de etil-hidrocupreina, foram aplicados sobre a superfície dos 
meios inoculados. Após incubação por 18-24 horas, à 37 ºC em atmosfera contendo 
CO2 a 5% as zonas de inibição ao redor do disco foram medidas. Amostras 
apresentando zonas de inibição de crescimento com diâmetro ≥ 14 mm foram 
consideradas como sensíveis a optoquina (ROUFF, WHILEY & BEIGHTON, 2003). 
A amostra ATCC 49619 foi utilizada como controle positivo. 
Para o teste de suscetibilidade a bacitracina o processo de semeadura foi 
semelhante à da optoquina, onde foi aplicado um disco de papel filtro impregnado de 
bacitracina e incubado por 18-24, à 37 ºC sem CO2. Amostra que apresentaram 
qualquer halo de inibição foram consideradas sensíveis a bacitracina (OPAS/MS, 
2013). 
 
 
4.9.4 Teste de bile solubilidade 
 
 
Para o teste bile solubilidade foram utilizadas as placas do teste de 
suscetibilidade a optoquina. Na placa com o crescimento bacteriano foram 
adicionadas 4 gotas de desoxicoloto de sódio a 2% diretamente na colônia e 
observado a lise bacteriana no período de 15 a 30 minutos. As colônias que 
sofreram lise bacteriana foram consideradas S. pneumoniae. 
 
 
4.9.5 Teste bile esculina  
 
 
O teste da bile esculina foi realizado sendo adicionado uma porção do 
crescimento bacteriano incubado por 18-24 horas, à 37 ºC em atmosfera contendo 
CO2 a 5% a 30 ml de bile esculina em um tubo com rosca, sendo observado por 24-
48 horas.  A bile esculina é um meio seletivo e diferencial recomendado para a 
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diferenciação de enterococos E do grupo Streptococcus bovis de outros 
estreptococos. Os enterococos e certos estreptococos hidrolisam a esculina 
produzindo esculetina e glicose. A esculetina reage com o citrato férrico da fórmula 
formando um complexo marrom escuro ou negro. Para o S. pneumoniae a bile 
esculina é negativa. 
 
 
4.9.6 Teste CAMP 
 
 
Para o teste CAMP, foram inoculados uma estria única de uma amostra de 
Staphylococcus aureus produtor de beta lisina (ATCC 25923) no centro de uma 
placa de ágar sangue e as amostras a serem testadas em estrias formando um 
ângulo reto com a linha de inoculação da amostra teste de estafilococo coma 
separação de 1 mm de distância, e deste modo várias amostras foram testadas em 
uma mesma placa de ágar sangue sendo em seguida incubadas a 37 º C durante 
um período de 18-24 horas em tesão de CO2.  A positividade da prova, 
Streptococcus agalactiae (grupo B), é evidenciada pelo alargamento da zona de lise, 
que adquire a forma de ponta de flecha característica, na área de intersecção entre 
as duas estrias. Para a S. pneumoniae não ocorre esse alargamento. 
 
 
4.10 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS (TSA) 
 
 
4.10.1 Teste de difusão em disco 
 
 
As amostras foram submetidas ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos 
(TSA), pelo método de difusão em disco de Kirby & Bauer, conforme recomendado 
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013). A fim de se detectar e 
estabelecer fenotipicamente o perfil de sensibilidade bacteriana in vitro, frente aos 
agentes antimicrobianos. 
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Antes da realização do teste de sensibilidade, placas contendo ágar Sangue 
foram preparadas com espessuras de aproximadamente 4 mm, o que corresponde a 
25 mL do meio par placas de 90x15mm. As placas devem conter a espessura média 
de 4 mm não podendo ser inferior a 3 mm ou superior a 5 mm para não ter 
resultados falsos. 
Para a realização do teste de sensibilidade aos antimicrobianos as amostras 
foram previamente cultivadas em 4 mL de caldo Schaedler e levadas para a estufa 
bacteriológica a uma temperatura de 37 ºC, durante um período de 18 a 24 horas em 
atmosfera de 5% de CO2. No dia seguinte, as amostras foram retiradas da estufa e 
cerca de 75 µL do caldo Schaedler contendo a bactéria foi adicionado a uma solução 
fisiológica estéril (NaCl 0,85%) até se obter uma turvação compatível com o grau 0,5 
na escala Mac Farland. Posteriormente, um swab estéril foi embebido nesta 
suspensão bacteriana, sendo comprimido contra a parede do tubo para se retirar o 
excesso, e em seguida semeado em placa contendo agar sangue de forma a 
abranger toda a superfície da placa. 
Após um período de 15 minutos, os discos impregnados com antibióticos 
foram colocados sobre a superfície do meio com o auxílio de uma pinça flambada e 
resfriada, exercendo-se uma leve pressão com a ponta da pinça para uma boa 
adesão dos discos. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacteriológica 
a 37 ºC por 18-24 horas em atmosfera de 5% de CO2. Posteriormente, as placas 
foram retiradas da estufa e com o auxílio de uma régua, o diâmetro dos halos 
inibitórios de cada disco de antibiótico foi medido e anotado para posterior consulta 
na tabela recomendada pelo CLSI, a fim de determinar se a bactéria em análise é 
Sensível (S), Intermediário (I) ou Resistente (R) aos antibióticos testados (Tabela 1). 
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Tabela 2 - Diâmetro do halo de inibição para cada classe de antibiótico testado, de 
acordo com as recomendações do CLSI (2013) 
CLASSE ANTIBIÓTICO S I R 
Penicilina Oxacilina (1 µg) ≥ 20 - - 
Glicopeptídeos  Vancomicina (30µg) ≥ 17 - - 
Macrolídeos  Azitromicina (15 µg) ≥ 18 14-17 ≤ 13 
Tetraciclina Tetraciclina ((30 µg) ≥ 23 19-22 ≤ 18 
Inibidores de 
folato 
Trimetroprime (30 µg) ≥ 19 16-18 ≤ 15 
Fenicóis  Cloranfenicol (30 µg)  ≥ 21 -  ≤ 20 
Ansamicinas  Rifampicina (5 µg) ≥ 19 17-18 ≤ 16 
Lincosaminas Clindamicina (2 µg) ≥ 19 16-18 ≤ 15 
 
 
4.10.2 Determinação da cim pela técnica de E-TEST (Epsilometer Test) 
 
 
A determinação da CIM foi realizada pela técnica de inibição de crescimento 
em meio ágar sangue contendo uma fita com gradiente de concentração da droga. 
Esse teste é chamado de epsilometer-test (E-test), sendo baseado numa 
combinação de conceitos de testes de diluição e difusão. Como os métodos de CIM, 
o E-test quantifica diretamente a sensibilidade antimicrobiana e difere do método 
disco convencional pelo uso de um gradiente pré-formado e estável de 
antimicrobiano, pois consiste numa fita plástica fina, inerte e não porosa de 5 mm de 
largura e 50 mm de comprimento. Um lado da fita é marcado com uma escala de 
leitura de CIM em µg/mL. Um código de letras designa a identidade do antibiótico. 
Para a realização do E-test as amostras foram previamente cultivadas em 4 
mL de caldo Schaedler e levadas para a estufa bacteriológica a uma temperatura de 
37 ºC, durante um período de 18 a 24 horas em atmosfera de 5% de CO2. No dia 
seguinte, as amostras foram retiradas da estufa e cerca de 75 µL do caldo Schaedler 
contendo a bactéria foi adicionado a uma solução fisiológica estéril (NaCl 0,85%) até 
se obter uma turvação compatível com o grau 0,5 na escala Mac Farland. 
Posteriormente, um swab estéril foi embebido nesta suspensão bacteriana, sendo 
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comprimido contra a parede do tubo para se retirar o excesso, e em seguida 
semeado em placa contendo ágar sangue de forma a abranger toda a superfície da 
placa. 
Após um período de 15 minutos as fitas impregnadas com antibiótico foram 
colocados sobre a superfície do meio com o auxílio de uma pinça flambada e 
resfriada, exercendo-se uma leve pressão com a ponta da pinça para uma boa 
adesão da fita. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 
35 ºC por 18-24 horas em atmosfera de 5% de CO2. A leitura foi realizada através da 
observação do ponto de intersecção do crescimento bacteriano com a fita, o qual 
identifica a menor concentração do antibiótico capaz de inibir o crescimento 
bacteriano. A cepa padrão utilizada como controle de qualidade dos antibiogramas 
foi ATCC 49619. O ponto de corte das CIM para Benzylpenicillin foram de CIM ≤ 2 
µg/mL, sensível, CIM igual a 4 µg/mL, resistência intermediária e CIM ≥ 8 µg/mL, 
resistência plena (CLSI 2013).  
 
 
4.11 DETECÇÃO DE BIOFILME POR ESPECTROFOTOMETRIA 
 
 
As amostras que foram positivas para a espécie S. pneumoniae foram 
testadas quanto a capacidade de formação de biofilme. Para isso as amostras e o 
controle positivo (EAEC 042) e o controle negativo (DH10B) e o caldo Schaedler 
sem bactéria, foram previamente cultivados em 4 ml de caldo Schaedler e incubados 
em estufa bacteriológica a 37 ºC durante o período de 18 a 24 horas. 
Após esse período de incubação, as amostras foram retiradas da estufa e 
uma alíquota contendo cerca de 75 µL do caldo Schaedler com a bactéria foi retirada 
da estufa e diluída em solução salina (0,85) para a obtenção de uma escala de 
turbidez equivalente a 0,5 Mac Farland (LABORCLIN), a qual corresponde a 
aproximadamente 1,5x108 unidade formadoras de colônias (UFCs). Posteriormente, 
1 µL desta solução na escala de 0.5 Mac Farland, foi retirado e colocado em 1,5 mL 
de caldo Schaedler, com a finalidade de obter uma concentração aproximada de 
100.000 UFC/mL. 
Em seguida, 100 µL desta solução foi distribuída nos poços de uma 
microplaca de 96 poços (fundo reto), em triplicata para cada amostra, inclusive para 
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o controle positivo (EAEC 042) e para o controle negativo (DH10B) e o caldo 
Schaedler sem a bactéria. Também foi feito o espelho da microplaca, a fim de se 
obter a informação correta quanto a localização das amostras. Posteriormente, a 
microplaca foi incubada em estufa bacteriológica a 37 ºC por um período de 18 a 24 
horas. 
Após o período de incubação, a microplaca foi retirada da estufa e o conteúdo 
de cada poço foi retirado e lavado 4 vezes com 200 µL de PBS (OBS: após cada 
lavagem, a microplaca foi levada ao agitador Kline por um período de 1 a 2 minutos). 
Posteriormente. A microplaca foi incubada em estufa bacteriológica a 60 ºC por 1 
hora para secagem. Logo após esse período de incubação. A microplaca foi retirada 
da estufa e as amostras foram coradas com 200 µL de cristal violeta 5% por um 
período de 1 minuto. 
Em seguida, a microplaca foi lavada 4 vezes com 200 µL de água de torneira, 
e levada ao agitador Kline por um período de 1 a 2 minutos após a lavagem. Na 
última lavagem todo conteúdo do orifício da microplaca foi retirado e 200 µL de SDS 
a 1% foi adicionado em cada poço por um período de 15 minutos. Após isso, foi 
realizada a leitura da microplaca em espectrofotômetro a um comprimento de onda 
de 640 nm. 
A intensidade da cor azul/violeta nos poços da microplaca indica aderência 
bacteriana. Baseando-se na intensidade da cor e nos valores obtidos no 
espectrofotômetro as amostras foram agrupadas em 3 categorias: Não aderente 
(NA), quando o valor da densidade óptica (DO) foi menor ou igual a 0,120 nm, 
Fracamente aderente (FCA), quando o valor da densidade óptica foi entre 0,121 e 0, 
240 nm, ou Fortemente aderente (FMA), quando o valor da densidade óptica foi 
maior ou igual a 0,241 nm (STEPANOVIC et al., 2007). 
 
 
4.12 EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO 
 
 
Os isolados de S. pneumoniae foram submetidos a extração do DNA 
genômico pelo método Fenol/Clorofórmio, e armazenados a -20 ºC para posterior 
utilização na pesquisa de sorotipos. 
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Para a realização da extração de DNA genômico, as bactérias foram 
previamente cultivadas em 4 mL e caldo Schaedler e incubadas em estufa 
bacteriológica a 37 ºC por um período de 18 a 24 horas em atmosfera de 5% de 
CO2. Após esse período, as amostras foram retiradas da estufa e 1,5 mL de caldo 
Schaedler contendo as bactérias foram coletados e transferidos para microtubos de 
1,5 mL do tipo “Eppe ndorf” para posterior centrifugação a 12.000 RPM durante 10 
minutos. 
Após a centrifugação, as amostras foram retiradas da centrífuga e o pellet 
formado foi ressuspendido em 300 µL de tampão TEM (Tris 0,05M; EDTA 0,05M; 
NaCl 0,10M), seguido da adição de 30 µL de lisozima (20mg/ml) e incubação a 
temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 50 µl de 
Triton X-100 a 10% e 20 µL de NaCl 3M. Após isso, os microtubos contendo as 
amostras foram aquecidos a 60 ºC em banho seco, por 5 minutos e deixados a 
temperatura ambiente até resfriar. Logo após essa etapa, foram adicionados 3 µL de 
RNAse (10 mg/mL) e os microtubos foram incubados em estufa bacteriológica a      
37 ºC por 30 minutos. 
Posteriormente, as amostras foram retiradas da estufa e foram adicionados 
50 µL de SDS 10% e 3 µL de proteinase K (10 mg/mL), seguida de uma nova 
incubação a 37 ºC por 30 minutos. Logo após, foram adicionados 400 µL de fenol, 
seguido de agitação por 5 minutos (sem auxílio de vortex) e centrifugação a 12.000 
RPM durante 10 minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi recuperado e 
transferido para um novo microtubo do tipo “Eppendorf”. 
Após a troca de microtubos, foram adicionados 400 µL de clorofórmio, 
seguido de agitação por 5 minuto (sem auxílio de vortex) e centrifugação a 12.000 
RPM durante 10 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi recuperado e foi 
realizado novamente a troca de microtubo, sendo adicionado 40 µL de NaCl 3 M e 
vagarosamente 1 mL de etanol 100%. Em seguida os microtubos contendo as 
amostras foram centrifugados por 10 minutos a 12.000 RPM e o sobrenadante foi 
descartado. O sedimento contido no microtubo foi ressuspendido em 1 mL de etanol 
70% e uma nova centrifugação a 12.000 RPM por 10 minutos foi realizada. 
Logo após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi 
levado ao fluxo laminar para secagem. Posteriormente, o sedimento foi 
ressuspendido em 200 µL de tampão TE (Tris-EDTA) e estocado a -20 ºC. 
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4.13 SOROTIPAGEM DE S. pneumoniae ATRAVÉS DE MULTIPLEX PCR 
 
 
A sorotipagem capsular de S. pneumoniae foi realizada através da técnica de 
Multiplex PCR e para cada reação foram utilizados os seguintes componentes: 1 µL 
de DNA da bactéria de interesse na pesquisa, 15,8 µl de água de MiliQ autoclavada, 
2,0 µL de DNTP (2,5 mM), 2,0 µL de Buffer (10xPCR 2,5 mM), 2,0 µL de MgCl2 (50 
mM),  2,0 µL (10 p/mol) de Primers específico para cada sorotipo (Tabela 2) e 0,2 µL 
(50 mM) de Taq DNA polimerase (Invitrogen), formando um volume final de 25 µL. 
As condições de amplificação para cada sorotipo foram realizadas de acordo 
com Coskun-Ari e colaboradores (2012) em um aparelho termociclador da Applied 
Biosystems sob as seguintes condições: 95 ° C durante 10 minutos, seguido por 30 
ciclos de amplificação 95 ° C por 50 s, 55 º C por 30 s, 65 º C por 2,5 min, e um ciclo 
de 65 º C durante 10 min. 
 
 
4.14 ELETROFORESE 
 
 
Para visualização dos produtos de PCR, as amostras foram submetidas à 
eletroforese (MiniRun GE-100) em gel de agarose 2%, contendo o tampão de corrida 
TBE (Tris Borato EDTA) a uma concentração de 0,5x, e coradas com GelRed 
10.000x (diluição de 1:5000). Posteriormente, as amostras foram visualizadas em 
Luz Ultravioleta (UV) com o auxílio do transiluminador e fotodocumentados por este 
mesmo aparelho. 
 
 
4.15 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 
As análises estatísticas aplicadas no presente estudo foram realizadas 
utilizando testes não paramétricos, através do programa GRAPHPAD PRISM 6.0 
como o Teste Exato de Fisher e o Odds Ratio. A significância estatística foi definida 
como p < 0,05. 
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Tabela 3 - Sequências de primer utilizados para amplificação dos sorotipos. 
Prime
r 
Sequencia (5’       3’) pb Referência 
1 F CTCTATAGAATGGAGTATATAAACTATGGTTA 
R CCAAAGAAAATACTAACATTATCACAATATTGGC 
280 Pai et al., 
2006. 
3 F ATGGTGTGATTTCTCCTAGATTGGAAAGTAG 
R CTTCTCCAATTGCTTACCAAGTGCAATAACG 
371 Pai et al., 
2006. 
4 F CTGTTACTTGTTCTGGACTCTCGATAATTGG 
R GCCCACTCCTGTTAAAATCCTACCCGCATTG 
430 Pai et al., 
2006. 
5 F ATACCTACACAACTTCTGATTATGCCTTTGTG 
R GCTCGATAAACATAATCAATATTTGAAAAAGTATG 
362 Pai et al., 
2006. 
6A/B F AATTTGTATTTTATTCATGCCTATATCTGG 
R TTAGCGGAGATAATTTAAAATGATGACTA 
250 Pai et al., 
2006. 
7ª F CCTACGGGAGGATATAAAATTATTTTTGAG 
R CAAATACACCATATAGGCTGTTGAGACTAAC 
826 Pai et al., 
2006. 
9V F CTTCGTTAGTTAAAATTCTAAATTTTTCTAAG 
R GTCCCAATACCAGTCCTTGCAACACAAG 
753 Pai et al., 
2006. 
14 F GAAATGTTACTTGGCGCAGGTGTCAGAATT 
R GCCAATACTTCTTAGTCTCTCAGATGAAT 
189 Dias et al., 
2007 
18C F CTTAATAGCTCTCATTATTCTTTTTTTAAGCC 
R TTATCTGTAAACCATATCAGCATCTGAAAC 
573 Pai et al., 
2006. 
19ª F GTTAGTCCTGTTTTAGATTTATTTGGTGATGT 
R GAGCAGTCAATAAGATGAGACGATAGTTAG 
478 Pai et al., 
2006. 
19F F GTTAAGATTGCTGATCGATTAATTGATATCC 
R GTAATATGTCTTTAGGGCGTTTATGGCGATAG 
304 Pai et al., 
2006. 
23F F GTAACAGTTGCTGTAGAGGGAATTGGCTTTTC 
R GAATATTTTCATTATCAGTCCCAGTC 
384 Pai et al., 
2006. 
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5.0 RESULTADOS  
 
 
5.1 FREQUÊNCIA DOS ISOLADOS DE S. pneumoniae 
 
 
Neste estudo foram coletadas 660 amostras de secreção nasofaringe de 
crianças de 0 – 6 anos com o quadro de IRA. Um total de 1.900 colônias bacterianas 
foram isoladas e submetidas à Reação em Cadeia Polimerase (PCR), para 
amplificação do gene ribossomal 16S. Após a realização da PCR, 391 amostras 
amplificaram fatisfatoriamente para o referido gene, sendo então purificadas e 
enviadas para sequenciamento. Dos isolados submetidos ao sequenciamento, 313 
foram identificados a nível de gênero ou espécies (Tabela 4). 
 
Tabela 4 - Resultados do sequenciamento do gene ribossomal 16S 
Espécie Quantidade % 
Streptococcus sp. 130 41,5 
Staphylococcus sp. 48 15,3 
Staphylococcus epidermis 24 7,6 
Granulicatella adiaces 23 7,3 
Neisseria sp. 18 5,7 
Rothia mucilaginosa 12 3,8 
Agrobacterium  tumefaciens 08 2,5 
Moxarella catarrhalis 08 2,5 
Staphylococcus aureus 08 2,5 
Corynebacterium sp. 06 1,9 
Rolstonia sp. 06 1,9 
Microbacterium sp. 06 1,9 
Kocuria sp. 04 1,3 
Acinetobacter baumannii 02 0,6 
Bacillus subtilis 02 0,6 
Entrobacter sp.  02 0,6 
Escherichia coli 02 0,6 
Pseudomonas aeruginosa 02 0,6 
Abiotrophia defectiva 02 0,6 
Haemophilus sp. 01 0,3 
Lactobacillus fermentum 01 0,3 
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Após o sequenciamento constatamos que 130 isolados eram sugestivos de 
Streptococcus sp.  Para a identificação final de S. pneumoniae, foram realizados 
coloração de Gram, testes bioquímicos, testes de atividade hemolítica, 
suscetibilidade a optoquina, suscetibilidade a bacitracina, bile solubilidade, bile 
esculina, catalase e prova CAMP, apresentando resultados conforme tabela 5. 
 
Tabela 5 - Resultados dos isolados identificados de Streptococcus sp. 
Espécie Quantidade % 
Streptococcus pneumoniae 59 45,3 
Streptococcus agalactie 26 20,1 
Streptococcus sp(NC) 25 19,2 
Streptococcus do grupo D 11 8,5 
Streptococcus viridans 09 6,9 
Total 130 100 
           NC – Não caracterizadas 
 
Após a realização dos testes bioquímicos verificou-se que 45,3% (59/130) 
foram identificados como S. pneumoniae, não sendo possível a caracterização de 25 
amostras, sendo necessária a realização de outros testes. 
 
 
5.2 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLÓGICAS DOS PORTADORES DE S. 
pneumoniae 
 
 
Conforme apresentado na Tabela 6, a taxa de portadores de S. pneumoniae 
entre as crianças estudadas foi de 8,9% (59/660), sendo 50,8% (30/59) do sexo 
masculino e 49,2% (29/59) do sexo feminino. Observando-se maior taxa de 
isolamento nas crianças menores de 23 meses 64,4% (38/59). 
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Tabela 6 - Características sociodemográficas da população de estudo. 
 
 Isolamento de S. pneumoniae   
Variável Negativo, n (%) Positivo, n (%) *p OR 
População estudada 601 (91,0) 59 (8,9)   
Gênero 
Masculino 
Feminino 
 
330 (54,9) 
271 (45,1) 
 
30 (50,8) 
29 (49,2) 
 
0,5851 
 
0,8495 
Idade (meses) 
< 23  
24 a 35  
36 a 47  
48 a 60  
 
415 (69,0) 
100 (16,6) 
57 (9,5) 
29 (4,8) 
 
38 (64,4) 
09 (15,2) 
05 (8,5) 
07 (11,9) 
 
0,0056 
 
0,4636 
*p < 0,05 (teste qui-quadrado de Pearson) 
 
Na tabela 7, apresentamos a relação entre o número de pessoas que 
convivem com a criança e o tempo onde as mesmas ficam a maior parte do tempo. 
Verificou-se que a maioria das crianças 56% (33/59) convivem com até 3 pessoas e 
passam a maior parte do tempo em casa 83% (49/59). 
 
Tabela 7 - Distribuição das crianças colonizadas e não colonizadas pelo S. 
pneumoniae em relação à presença de fatores de risco como aglomeração familiar e 
onde a criança passa a maior parte do tempo. 
 Isolamento de S. pneumoniae   
Variável Negativo, n (%) Positivo, n (%) *p OR 
Nº de pessoas  
Até 3 
4 e 5 
Mais de 5 
Não informou 
 
300 (49,9) 
191 (31,8) 
98 (16,3) 
12 (2,0) 
33 (56) 
19 (32,2) 
4 (6,8) 
3 (5,0) 
 
0,4145 
1.273 
> parte do tempo 
Não informado 
Casa 
Creche 
Escola 
 
315 (52,4) 
253 (42,1) 
15 (2,5) 
18 (3,0) 
 
2 (3,4) 
49 (83) 
4 (6,8) 
4 (6,8) 
 
0,0001 
 
6.740 
*p < 0,05 (teste qui-quadrado de Pearson) 
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 Na tabela 8 são apresentados os dados referentes ao grau de instrução 
da mãe e a renda familiar. Observou-se que 44% (26/59) possuem o ensino 
fundamental e 40,6% (24/59) possuem o ensino médio. Quanto a renda familiar 
50,8% (30/59) declararam possuir renda de um salário mínimo.   
 
Tabela 8 - Distribuição das crianças colonizadas e não colonizadas pelo S. 
pneumoniae em relação à presença de fatores de risco como grau de instrução da 
mãe e renda familiar. 
 Isolamento de S. pneumoniae   
Variável Negativo, n (%) Positivo, n (%) *p OR 
Instrução da mãe 
Não informado 
   Ens.   Fund. 
   Ensino Médio 
   Superior 
 
34 (5,6) 
238 (39,6) 
278 (46,2) 
51 (8,5) 
 
  02 (3,4) 
26 (44,0) 
24 (40,6) 
07 (11,9) 
 
0,5778 
 
1.202 
   Renda família 
Não informado 
< 1 salário 
   1 salário 
   2 salários 
 3 salários ou + 
 
53 (8,8) 
52 (8,6) 
262 (43,6) 
144 (24,0) 
90 (15,0) 
 
04 (6,8) 
04 (6,8) 
30 (50,8) 
08 (13,6) 
13 (22,0) 
 
0,4950 
 
1.243 
*p < 0,05 (teste qui-quadrado de Pearson) 
 
De acordo com a tabela 9, verificou-se que a maioria dos casos de crianças 
colonizadas 23,7%% (14/59) pertenciam ao grupo de fumante passivo e 17% (14/59) 
a associação a asma e fumante passivo. 
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Tabela 9 - Distribuição das crianças colonizadas e não colonizadas pelo S. 
Pneumoniae em relação à presença de fator de risco antecedentes familiares. 
 Isolamento de S. pneumoniae   
Variável Negativo, n (%) Positivo, n (%) *p OR 
 Sem Antecedentes 
 Fumante passivo 
 Asma + Fumante passivo 
 Asma 
 Rinite 
 Tuberculose + Fumante 
 Asma+Rinite+Tuberculose 
 Rinite + Fumante + Asma 
 Asma + Rinite + Fumante 
232 (38,6) 
96 (16,0) 
53 (8,8) 
74 (12,3) 
54 (9,0) 
15 (2,5) 
30 (5,00) 
37 (6,1) 
10 (1,6) 
24 (40,6) 
14 (23,7) 
10 (17,0) 
04 (6,8) 
02 (3,4) 
01 (1,7) 
 
04 (6,8) 
- 
0,028 0,5246 
*p < 0,05 (teste qui-quadrado de Pearson) 
  
Na figura 6, apresentamos a relação entre o número de crianças colonizadas 
e a precipitação pluviométrica.  
 
Figura 6 - Relação entre as crianças colonizadas e a precipitação pluviométrica 
 
 
Dados climatológicos: fonte (SEDAM)/Estação climatológica de Santo Antônio. 
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5.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDDE AOS ANTIMICROBIANOS 
 
 
Discos impregnados com antibióticos foram utilizados para a realização do 
teste de sensibilidade aos antimicrobianos: Oxacilina (OXA), vancomicina (VAN), 
Azitromicina (AZI), tetraciclina (TET), trimetropime (TRI), cloranfenicol (CLO), 
rifampicina (RIF) e clindamicina (CLI). Quanto ao perfil de suscetibilidade aos 
antimicrobianos os antibióticos que apresentaram maior frequência de resistência 
foram TRI 45/59 (76,35%), OXA com 31/59 (52,5%) e AZI 22/59 (37,2%) dos 
isolados. 
Os antibióticos VAN, CLO, RIF, CLI e TET apresentaram alta sensibilidade 
59/59 (100%), 58/59 (98,3%), 55/59 (93,2%), 51/59 (86,4%) e 40/59 (67,7%) 
respectivamente (Tabela 10). 
 
Tabela 10 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos 59 isolados de S. 
pneumoniae isolados de crianças com IRA pelo método de difusão de disco. 
 
ANTIBIÓTICOS 
RESULTADOS (n = 59) 
Sensível % Intermediário % Resistente % 
Oxacilina (OXA) 28/59 47,5 - - 31/59 52,5 
Vancomicina (VAN) 59/59 100 - - - - 
Azitromicina (AZI) 20/59 33,8 17/59 28,8 22/59 37,2 
Tetraciclina (TET) 40/59 67,7 15/59 25,4 04/59 6,7 
Trimetropina (TRI) 02/59 3,4 12/59 20,3 45/59 76,3 
Cloranfenicol (CLO) 58/59 98,3 01/59 1,7 - - 
Rifampicina (RIF) 55/59 93,2 02/59 3,4 02/59 3,4 
Clindamicina (CLI) 51/59 86,4 - - 08/59 13,6 
 
De forma geral a susceptibilidade aos antimicrobiano testado foi alta 88,1% 
(52/59). A porcentagem de não susceptibilidade à penicilina (para isolados 
resistentes a oxacilina pelo método de difusão de disco) foi de 10,2% (06/59) 
intermediário de 1,7% (01/59) de resistência plena (Tabela 11). 
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Tabela 11 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos 59 isolados de S. 
pneumoniae isolados de crianças com IRA pelo método de E-test. 
 
 
ANTIBIÓTICO 
RESULTADOS (n = 59) 
S 
CIM ≤ 2 
% 
I 
CIM 4 
% 
R 
CIM ≥ 8 
% 
Benzylpenicillin 52/59 88,1 06/59 10,2 01/59 1,7 
 
Na figura 7 apresentamos o perfil fenótipo de resistência e sensibilidade aos 
antimicrobianos testados.  
 
Figura 7 - Teste fenotípico para detecção de sensibilidade aos antimicrobianos 
(TSA) nos isolados de S. pneumoniae oriundos de crianças de 0 a 5 anos, com IRA 
em Porto Velho/RO. 
 
 
Na placa da esquerda, pode-se observar a resistência a 2 antibióticos (trimetropine, pois não houve 
halo de inibição e oxacilina apresentando halo < 20mm) os demais antibióticos apresentaram 
sensibilidade (vancomicina, clorofenicol, rifampicina, clindamicinae tetraciclina e azitromicina). Na 
placa da direita observa resistência a 4 antibióticos (Oxacilina não houve halo de inibição e halo de 
inibição inferior ao recomendado pela CLSI 2013, para aos antibióticos azitromicina, tetraciclina e 
trimetropime) e os antibióticos clindamicina, clorofenicol, vancomicina e rifampicina apresentaram 
sensibilidade. (Foto do autor) 
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5.4 CAPACIDADE DE FORMAÇÃO DE BIOFILME POR ESPECTROFOTOMETRIA 
 
 
Neste estudo pode-se observar que alguns isolados apresentaram a 
capacidade de formação de biofilme (Figura 8) inclusive com fenótipo fortemente 
aderente, fato que é preocupante, uma vez que a formação de biofilme é um fator de 
virulência adicional e um mecanismo de resistência natural da bactéria, tornando-a 
mais resistente a ação de agentes químicos e físicos, relacionando a persistência 
bacteriana em casos de infecção, pois a matriz expolissacaridica formada no 
biofilme impede a penetração de agentes antimicrobianos dificultando a destruição 
das bactérias no biofilme (MACEDO, 2000; NORMARK & NORMARK, 2002; HALL-
STOODLEY & STOODLEY, 2009; KASNOWKI et al., 2010). 
 
Figura 8 - Resultado do teste de formação de biofilme por espectrofotometria em 
isolados de S. pneumoniae. 
 
Para cada isolado o teste foi realizado em triplicata. Como controle positivo foi utilizado uma cepa de 
EAEC 042 e como controle negativo uma cepa de DH10B e caldo Schaedler sem bactéria, seguindo 
os mesmos procedimentos das demais amostras.  Nesta imagem observa-se a presença de amostras 
fortemente aderente-FMA (109, 136, 139, 22, 24, 27, 58, 112, 120, 182 e 234) e fracamente aderente-
FCA (57, 43.1, 43.2, 48, 62.1 e 247). As amostras que apresentam uma coloração transparente ou 
com coloração de roxo quase transparente são não aderentes. (Foto do autor) 
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Quanto a capacidade de formação de biofilme dos isolados de S. 
pneumoniae, verificou-se que 71,2% (42/59) apresentaram um fenótipo fortemente 
aderente (FMA), 15,3% (9/59) fracamente aderente (FCA) e 13,5% (8/59) foram não 
aderentes (NA) (Figura 9). 
 
Figura 9 - Capacidade de formação de biofilme dos isolados de S. pneumoniae 
oriundos de crianças de 0 a 6 anos, com IRA em Porto Velho/RO. 
 
 
5.5 CORRELAÇÃO ENTRE A RESISTÊNCIA AOS ANTIBIÓTICOS E FORMAÇÃO 
DE BIOFILME 
 
 
Observou-se que dos 42 isolados que apresentaram fenotípico fortemente 
formador de biofilme 54,7% (23/42) apresentaram resistência aos antibióticos no 
teste de disfusão de disco (p = 0,0008). 
 
 
5.6 CARACTERIZAÇÃO DOS SOROGRUPOS/SOROTIPOS 
 
 
De acordo com o resultado apresentado na tabela 11, todos os 59 isolados de 
S. pneumoniae foram submetidos à sorotipagem por multiplex PCR, sendo testados 
os seguintes sorotipos: 1, 3, 4, 5, 6A/B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F e 23F.  
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Tabela 12 - Perfil dos sorotipos testados nas 59 amostras de S. pneumoniae 
isolados de crianças com IRA. 
SOROTIPO/SOROGRUPO AMOSTRA % 
1 - - 
3 - - 
4 - - 
5 - - 
6A/B - - 
7F - - 
9V 543 1,7 
14 - - 
18C - - 
19A - - 
19F 41, 160, 165, 271, 275,281, 287 e 290 13,6 
23F - - 
 
5.7 CORRELAÇAO ENTRE PRESENÇA DE S. pneumoniae, Rinovírus e 
Parainfluenza Humano (HPIV-1) 
 
 
Quanto avaliamos a correlação entre os casos positivos de S. pneumoniae 
identificados e sua co-infecção com algum tipo de vírus, observamos que 32,6% 
(17/52) dos isolados apresentaram a presença do Rinovírus. Quanto ao 
Parainfluenza Humano (HPIV-1), nenhuma das amostras que foram positivas 
apresentaram o referido vírus. 
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6.0 DISCUSSÃO  
 
O S. pneumoniae é um dos principais causadores de doenças do trato 
respiratório, sendo relevante seu estudo em saúde pública devido sua alta taxa de 
morbidade e mortalidade na infância, tanto em países desenvolvidos, como em 
países em desenvolvimento (WHO, 2005).  
O presente trabalho caracterizou o perfil dos isolados de S. pneumoniae 
obtidos da nasofaringe de crianças com IRA na região de Porto Velho-RO.  
Segundo Kadioglu e colaboradores (2008), todas as doenças pneumocócicas 
começam com o estabelecimento da colonização, isto é estado de portador. Há 
vários estudos analisando os fatores de riscos da colonização e as taxas de 
colonização de S. pneumoniae no mundo (BOGAERT et al., 2004; MALFROOT et 
al., 2004; LAVAL et al., 2006; CHEN et al., 2007; ARTAN et al., 2008). A maioria dos 
trabalhos correlacionam a taxa de portadores com a resistência à antibiótico bem 
como além da resistência à antibiótico também os sorotipos mais comuns (DI FABIO 
et al., 2001; REY et al., 2002; MALFROOT et al., 2004; BAYRAKTAR et al., 2005; 
CARDOZO et al., 2006; MATSUMOTO et al., 2007; ARTAN et al., 2008). 
Vários estudos de colonização por S. pneumoniae, foram conduzidos em 
escolas e creches no Brasil, as quais contituem fatores de risco para a colonização 
(LAVAL et al., 2006; PIMENTA et al., 2011; NEVES et al., 2013). 
Neste estudo encontramos uma taxa de colonização de 8,9% (59/660), o que 
diverge de outros estudos realizados em outros países e outros estados brasileiros. 
No Japão, estudos com crianças entre um mês e cinco anos em 1999, encontraram 
uma taxa de colonização de 60,3% (MASUDA et al., 2002). Estudos com crianças 
usuárias de creches e jardins de infância entre 1999-2000 em Hong Kong na China, 
com idade variando entre dois e seis anos, obtiveram uma taxa de colonização de 
19,4% (CHIU et al., 2001). Acreditamos que a baixa taxa de colonização encontrada 
esteja relacionada a dois fatores: ao primer utilizado que não foi possível detectar as 
bactérias devido algum ponto de mutação que as mesmas possam sofrer e com 
relação as crianças que em sua maioria não frequentavam creches, local de grande 
disseminação como apresentado em vários estudos. 
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Nunes e colaboradores (2005) em estudo conduzido em Portugal com 
crianças usuárias de creches menores de cinco anos relataram uma taxa de 
colonização de 45,8%. 
Hussain e colaboradores (2005); Hare e colaboradores (2013) mostraram em 
estudo que na Australia, Alaska e Inglaterra a prevalência de colonização 
nasofaringeana foi de cerca de 60%.  
Estudos realizados em várias regiões do Brasil apresentaram as seguintes 
taxas de prevalência: 55% em Fortaleza, 49% em Brasília, 49% no Rio de Janeiro e 
66% em Salvador (REY et al., 2002; REIS et al., 2008; PIMENTA et al., 2011; 
NEVES et al., 2013). Há ainda outros estudos que demonstram a prevalência de 
colonização em crianças que variam de 13,9% a 72%, principalmente entre aquelas 
que frequentam creches ou berçários (REY et al., 2002; LAVAL et al., 2006).  
Aslan e colaboradores (2007) em um estudo na cidade de Mersin, Turquia, 
com crianças de escolas primárias com idades de seis a treze anos, observaram 
uma taxa de colonização de 13,9%. 
No presente estudo as crianças menores de 23 meses e que não 
frequentavam creches foram prevalentes 64,4% e 83% respectivamente 
corraborando com alguns autores, que consideram a taxa de portador inversamente 
proporcional a faixa etária (CHIU et al., 2001; HAMER et al., 2002; CHEN et al., 
2007; MONTEROS et al., 2007; ROCHE et al., 2007).  Estudos de Jacobs (2003); 
Bogaert et al., (2004) mostraram que o pico de incidência de colonização ocorre aos 
3 anos de idade (55%), posteriormente ocorre um declínio até os 10 anos de idade 
com uma prevalência estável em torno de 8%. 
Lo e colaboradores (2003), descreveu em seus estudos que a maior 
prevalência ocorreu na faixa etária entre 2 e 5 anos, bem como um estudo realizado 
em 2008 em Umuarama (PR) por Velasquez e colaboradores (2009) com crianças 
que frequentavam creche, observou-se maior taxa de isolamento nas crianças com 
idade entre 2 e 5 anos (51%) e 39,4% em crianças menores de 2 anos, entretanto 
DAGAN et al., 1998: NOVALES et al., 1997 e PRINCIPI et al., 1990, demonstraram 
em seus estudos que a maior taxa de colonização ocorreu entre crianças menores 
de 2 anos. DAGAN et al., 1998: NOVALES et al., 1997 e PRINCIPI et al., 1999). 
Analisando os trabalhos citados, observa-se que há uma grande variação na 
taxa de portadores sadios, sendo a maioria crianças usuárias de creches. É 
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importante ressaltar que os resultados obtidos de uma região em particular não 
podem ser generalizados para todo o país, mesmo porque existem inúmeros fatores 
sócio-econômicos. 
Ao longo do tempo vários estudos vêm demonstrando que a prevalência da 
colonização do pneumococo na nasofaringe pode ser influenciada por vários fatores 
como idade, população estudada, área geográfica, sazonalidade e condições 
ambientais como fumo e aglomerados (creches, quarteis), e os resultados muitas 
vezes não podem ser extrapolados para populações e períodos temporais diferentes 
(FREDERICKSEN & HEMRICHSEN, 1988; MONTGOMERY et al., 1990; DAGAN et 
al. 1998; BOGAERT et al., 2004; HIL et al., 2008: HSU et al., 2014). 
Nosso estudo está de acordo com a literatura pois 23,7% dos casos estavam 
relacionados a presença de fumante e em 17% dos casos observamos que a 
associação entre asma e fumante foram estatisticamente significantes (valor de p = 
0,028). Em relação aos fatores ambientais, observamos maior prevalência de 
colonização no período de maior pluviosidade.  Por outro lado não encontramos 
correlação entre o isolamento e a aglomeração de pessoas que residem com a 
criança (p = 0,4145) bem como baixa renda familiar de até um salário mínimo 57,6%, 
(valor de p = 0,4950). 
No presente estudo também não encontrou correlação entre o sexo e estado 
de portador, pois o número de criança do sexo masculino foi semelhante ao número 
de portadoras do sexo feminino, indo de encontro com outros resultados (BOGAERT 
et al., 2004; OZDEMIR et al., 2008; VELASQUEZ et al., 2009). 
A resistência do S. pneumoniae aos antimicrobianos foi observada logo após 
o uso clínico dos mesmos, sendo descrito o primeiro caso de resistência a 
sulfadiazina em 1943 (FRISCH et al., 1943; CAMPELL et al., 1998). 
Após a liberação da penicilina para uso clínico no início da década de 40, até 
meados dos anos 60, os únicos relatos de penumococos resistentes referiam-se às 
cepas laboratoriais submetidas às modificações genéticas sucessivas por exposição 
às doses subletais de antibióticos (APPELBAUM, 1987; AUSTRIAN, 1994; TOMASZ, 
1997). 
O teste de difusão em disco constitui um método de realização simples, 
confiável e de baixo custo, baseando-se no diâmetro do halo de inibição do 
crescimento da bactéria ao redor do disco do antibiótico na placa de agar, sendo 
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esse resultado apenas qualitativo, ou seja, determina se o agente é sensível ou 
resistente ao medicamento testado. Este método é empregado na determinação do 
padrão de sensibilidade do penumococo a uma série de antimicrobianos (BEDRAN 
& CAMARGO, 2002). 
Os discos de oxacilina são os mais frequentes utilizados por serem mais 
estáveis e apresentarem melhor correlação entre os seus resultados e valores da 
CIM e em muitos serviços são os únicos comercialmente disponíveis (BEDRAN & 
CAMARGO, 2002). 
O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos através do teste de disfusão de 
disco, nosso estudo demonstrou altas taxas de resistência frente a três antibióticos: 
TRI 76,3% (45/59) dos isolados, OXA 52,5% (31/59) dos isolados e AZI 37,2% 
(22/59) dos isolados. 
 Os antibióticos que mostraram alta sensibilidade foram: VAN 100% 
(59/59), CLO 98,3% (58/59), RIF 93,2% (55/59), CLI 86,4% (51/59) e TET 67,7% 
(40/59). 
A concentração inibitória mínima revelou que 88,1% (52/59) foram sensíveis a 
penicilina, 10,2% (06/59) apresentaram resistência intermediária e 1,7% (01/59) 
resistência plena, sendo este resultado inferior comparado a outros trabalhos. 
Estudos de outros autores apresentaram uma taxa de resistência à penicilina alta, 
que variou de 55% a 63,3% (CHIU et al., 2001; MASUDA et al., 2002; REY et al., 
2002; MONTEROS et al., 2007; VELASQUEZ et al., 2009). 
Estudos demonstram um aumento na taxa de não susceptibilidade. Reis et 
al., (2002) em um estudo realizado na cidade de Salvador-BA (1995-1999) 
apresentou uma taxa de não susceptibilidade de 15% e Menezes et al., (2011) na 
mesma cidade entre 2000-2007, mostrou que a não susceptibilidade a penicilina foi 
de 22%. Estudo realizado no Rio de Janeiro por Neves et al., (2013), revelou que a 
taxa de não susceptibilidade foi de 27%. 
Nos países da América do Norte estudos de Echaniz-Aviles e colaboradores 
(1997) no México, demonstraram taxa de 48% de resistência total. Di Fabio e 
colaboradores (2001) relataram índices de resistência à penicilina de 46,9%. 
Estudos de Mantese et al., (2003) mostraram que de 30 cepas de oxacilina 
resistente, foram confirmadas a resistência a penicilina de 12,8% com nível 
intermediário e 2,7% com nível pleno. 
68 
 
 
 
Estudos realizados em seis países da América Latina (Argentina, Brasil, Chile, 
Colômbia, México e Uruguai), Kertsz e colaboradores (1998) mostraram que a maior 
taxa de resistência foi observada no México (47,3%) e a menor foi relatada na 
Colômbia (12,0%). Rossi et al., (1997) na Argentina demostraram que a taxa de 
resistência foi de 24,4%.  
Torres e colaboradores (2013) em um estudo realizado em sete regiões do 
Peru, com crianças sadias, menores de dois anos, entre 2007 e 2009 encontraram 
taxa de resistência de 58% ao cotrimoxazol, 52,2% de resistência a penicilina, 
29,1% a tetraciclina, 28,9% a azitromicina e 26,3% a eritromicina. 
Nosso estudo se aproxima com alguns autores que relatam uma taxa de 
resistência à penicilina menor ou igual a 22% (ROSSI et al., 2001; BAYRAKTAR et 
al., 2005; STRATCHOUNSKI et al., 2006; ASLAN et al., 2007; RIVERA-OLIVERO et 
al., 2007). 
A capacidade de formação de biofilme verificada neste estudo também tem 
sido demonstrada por vários outros tipos de patógenos, sendo considerada uma 
importante estratégia de sobrevivência microbiana, pois o desenvolvimento do 
biofilme permite que a bactéria sobreviva em ambientes hostis e colonize novos 
nichos por vários mecanismos de dispersão. Vários estudos têm demonstrado a 
capacidade potencial de formação de biofilme in vitro, por cepas de S. pneumoniae 
(BUDHANI & JK, 1997; DONLAN et al., 2004; MOSCOSO et al., 2006 e WAITE et 
al., 2001).  
De acordo com Sanchez e colaboradores (2011); Simell e colaboradores 
(2012) o significado clínico da formação do biofilme ainda é desconhecido, mas 
sugere-se que ele auxilie no crescimento do patógeno durante a colonização e 
contribui para o desenvolvimento de doenças invasivas.  
Em um estudo realizado por Romling & Balsalobre (2012), mostra que a 
formação de biofilme por S. pneumoniae está associada a colonização da 
nasofaringe, rinossinusite crônica, otite média crônica e doença obstrutiva pulmonar 
crônica. 
Devido o biofilme ser um importante fator de colonização, disseminação e até 
mesmo defesa do agente patogênico, realizamos o teste com o objetivo de 
quantificar os isolados capazes de formarem biofilme bem como comparar com as 
amostras que apresentaram resistência aos antibióticos testados.  
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A maioria dos isolados apresentaram a capacidade de formação de biofilme 
com fenótipo fortemente aderente (71,2%). Correlacionando formação de biofilme e 
resistência ao antibiótico oxacilina, observou-se que 54,7% dos isolados que foram 
não susceptíveis formaram biofilme apresentando (p = 0,0008) estatisticamente 
significativo.  
De acordo com Patel (2005); Smith (2005); Soto (2013) as células presentes 
na parte interna de um biofilme enfrentam muitas vezes condições de escassez de 
oxigênio e de nutrientes, o que as faz entrar na fase estacionária de crescimento e 
gera o fenômeno chamado de tolerância. Com isso, tais micro-organismos se tornam 
menos susceptíveis à ação de agentes quimioterápicos que dependem da 
multiplicação bacteriana, como os beta-lactâmicos. Sendo assim, torna-se evidente 
que existem duas subpopulações celulares fenotipicamente distintas dentro de um 
biofilme: uma metabolicamente ativa e outra inativa. A primeira se encontra na área 
mais superficial em contato com o meio externo e se apresenta suscetível aos 
mecanismos de ação dos antibióticos Já a segunda, encontra-se embebida na 
matriz exopolimérica no interior do biofilme com taxa de divisão celular lenta. 
A sorotipagem da maioria dos trabalhos, utiliza a técnica da Reação de 
Quellung, baseada na capacidade de o soro hiperimune específico reagir com a 
cápsula da bactéria em suspensão (LUCAREVSCHI et al., 2003; LO et al., 2003; 
BAYRAKTAR et al., 2005; NUNES et al., 2005; ASLAN et al., 2007; CHEN et al., 
2007; ROCHE et al., 2007; VELASQUEZ et al., 2009). Entretanto de acordo com Pai 
et al., (2006) o alto custo do antissoro, a subjetividade na interpretação e as 
dificuldades intrínsecas da técnica da sorotipagem convencional limitam o seu uso a 
poucos laboratórios altamente especializados. 
A técnica da multiplex PCR tem superado as dificuldades associadas a 
sorologia convencional, por apresentar um melhor curto benefício, existindo alguns 
trabalhos que utilizaram essa técnica (MORENO et al., 2005; PAI et al., 2006; DIAS 
et al., 2007; MORAIS et al., 2007; ANTONIO et al., 2009). 
Com o objetivo de padronizar a técnica da PCR, Conkun-Ari e colaboradores 
(2012) comparando a técnica da PCR com a reação de Quellung encontrou 
resultado semelhante entre as duas técnicas. 
Em nosso trabalho os 59 isolados de S. pneumoniae foram submetidos a 
PCR para identificação dos sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A/B, 7A, 9V, 14, 18C, 19A, 19F e 
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23F, havendo sucesso na identificação de sorotipos capsulares de apenas nove 
isolados, sendo encontrados os sorotipos (9V e 19F) respectivamente 1,7% e 
13,6%, que estão entre os mais freqüentes relatados por autores, no Brasil e na 
América Latina (DI FABIO et al., 2001; REY et al., 2002; CAMARGOS et al., 2006). 
Apesar da cápsula expressa pelo pneumococo ser detectada por reação com 
antissoro específico, alguns isolados apresentam resultado negativo, sendo 
designados SpNT – S. pneumoniae não tipáveis, sendo importantes causadores de 
doenças não envasivas, como otite média e pneumonia não bacterêmica (FINLAND 
& BARNES 1977; HATHAWAY et al., 2004). 
Estes achados suscitam a necessidade de se monitorar a frequência de 
isolados não tipáveis e mudanças genéticas pós-vacinação, para se detectar 
potenciais substituições de doença por sorotipos resultantes de “escape de vacina”, 
especialmente em áreas onde a colonização por isolados não tipáveis é frequente 
(ANDRADE et al., 2010). 
Em um estudo de Rodrigues e colaboradores (2002), a coexistência de 
infecção viral e bacteriana foi um achado relativamente frequente, particularmente 
em crianças abaixo de 2 anos de idade. 
Juven e colaboradores (2000) em um estudo investigando 17 agentes através 
de aspirado de nasofaringe, para estudo de vírus e sorologia para vírus e bactérias, 
detectou um ou mais agentes em 85% dos pacientes, 62% tinham evidências de 
infecção viral, 53% bacteriana e 30% mista. Os agentes identificados em maior 
frequência foram S. pneumoniae (37%), vírus respiratório sincicial (29%) e rinovírus 
(24%). 
Em nossos estudos e em colaboração com o laboratório de virologia da 
Fundação Oswaldo Cruz-RO foi verificado que 32,69% (17/52) dos isolados 
apresentaram a presença do Rinovírus (valor de p = 0,0425, significante). Estudos 
para avaliar os efeitos da infecção por rinovírus e a aderência de S. pneumoniae 
confirmou que a presença do rinovírus aumenta a quantidade de S. pneumoniae 
aderido as células, devido um aumento da expressão do receptor de superfície PAF-
R (ISHIZUKA et al., 2003).  
Comparando nossos resultados com relação a presença do vírus 
Parainfluenza Humano (HPIV-1), não foi constatado positividade. 
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Estudos recentes demonstraram que infecções na nasofaringe, causadas por 
infecção por vírus, altera a microflora desencadeando a formação de biofilme por S. 
pneumoniae (CHAO et al., 2015).  
Os resultados obtidos neste trabalho comprovam a necessidade de mais 
estudos para monitoramento dos agentes etiológicos causadores de infecções 
respiratórias agudas em crianças menores de seis anos, principalmente as amostras 
de S. pneumoniae que apresentaram altas taxas de resistências aos antibióticos e 
capacidade de formação de biofilme, fatores que favorecem a persistência 
bacteriana e que causam sérios prejuízos ao hospedeiro. 
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CONCLUSÃO 
 
 
 Das 660 amostras 59 foram identificadas como Streptococcus 
pneumoniae. 
 A maioria das amostras identificadas como S. pneumoniae no teste de 
difusão de disco, foram resistentes aos antibióticos trimetropime, 
oxacilina e azitromicina e apresentaram alta sensibilidade aos 
antibióticos vancomicina, clorofenicol, rifampicina, clindamicina e 
tetraciclina. 
 A concentração inibitória mínima revelou que 88,1% (58/59) foram 
sensíveis a penicilina, 10,2% (06/59) apresentaram resistência 
intermediária e 1,7% (01/59) resistência plena. 
 Analisando a capacidade de formação de biofilme, constatou-se que 
71,2% (42/59) das amostras apresentaram fenótipo fortemente 
aderente. 
 Após a investigação dos sorogrupos 1, 3, 4, 5, 6A/B, 7A, 9V, 14, 18C, 
19A, 19F e 23F, 01 foi positiva para o sorotipo 9V e 8 para o sorotipo 
19F. 
 Correlacionando a colonização por S. pneumoniae e presença de 
Rinovirus, verificou-se que que 32,6% (17/59) foram positivas para os 
dois agentes etiológicos. 
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